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y  células  del  parénquima.  Clásicamente,  estos  procesos  se  engloban  dentro  de  tres 
fases principales que se solapan en el tiempo: fase inflamatoria, fase proliferativa o de 
formación tisular y fase de maduración o remodelación tisular. Dentro de la reparación 
cutánea, especialmente en el caso de  lesiones que comprenden el grosor  total de  la 
piel,  tienen  gran  relevancia  los  procesos  de  infiltración  leucocitaria,  formación  de 
tejido  de  granulación,  reepitelización,  fenómenos  de  contracción,  síntesis  de  nueva 
matriz y maduración tisular. 
Estos  procesos,  ya  de  por  sí  comprometedores  para  el  organismo,  pueden  verse 
afectados  negativamente  por  otras  situaciones  o  afecciones,  como  pueden  ser  la 
hipoxia  tisular,  el  estrés  oxidativo,  la  infección,  las  medicaciones,  las  carencias 
nutricionales,  los  tumores,  la  edad,  los  factores  ambientales  y  los  desórdenes 
metabólicos. Aquellas heridas que no consiguen progresar satisfactoriamente a través 
de  las  fases  normales  de  curación  se  convierten  en  heridas  crónicas,  las  cuales 




Dentro  de  las  complicaciones  más  habituales  en  los  procesos  de  cicatrización,  la 
patología  de  las  úlceras  asociadas  a  diabetes  (pie  de  diabético)  tiene  una  gran 
relevancia clínica. Estos pacientes presentan graves problemas a  la hora de cicatrizar 
lesiones  cutáneas,  produciéndose muy  frecuentemente  úlceras  crónicas  con  graves 
implicaciones sanitarias, que en muchos casos acaban en amputación. La cicatrización 
comprometida que presentan  los  individuos afectados por  la diabetes mellitus, tanto 
de  tipo  I  como  de  tipo  II,  es  debida  a múltiples  factores,  entre  los  que  se  incluyen 
vasculopatías,  neuropatías,  infecciones,  isquemia,  así  como  otras  complicaciones  a 
nivel celular/molecular, tales como estrés oxidativo o proteólisis descontrolada, entre 
otras.  Asimismo,  tienen  especial  importancia  los  procesos  de  acumulación  de 
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productos  de  glicosilación  avanzada  causados  por  la  hiperglicemia,  así  como  la 
disfunción  de  varios  tipos  celulares  implicados  en  la  reparación,  entre  los  que  se 
incluyen  fibroblastos  y  células  del  sistema  inmune  como macrófagos,  neutrófilos  y 
otras células inflamatorias. 
Tanto  a  nivel  clínico  como  experimental,  existen múltiples  terapias  para mejorar  la 
cicatrización comprometida. Dentro de ellas, el uso de glicosaminoglicanos representa 




La  heparina  sin  fraccionar  comparte  estas  características  con  sus  derivados,  las 
heparinas de bajo peso molecular,  las cuales presentan efectos más predecibles y un 
uso  clínico  más  seguro.  Entre  ellas,  la  bemiparina  presenta  un  excelente  perfil 
farmacológico, destacando por su menor peso molecular y mayor seguridad. 
Para  obtener  los mejores  resultados  sobre  estas  úlceras  sería  conveniente  emplear 
agentes de aplicación tópica, de manera que su actuación y efectos se produzcan de 
forma  local  y  delimitada.  Además,  este  tipo  de  lesiones  mejoran  claramente  su 
proyección  cuando  se  emplea  un  dispositivo  que  proteja  la  herida  y  favorezca  un 
ambiente  adecuado  para  su  correcta  cicatrización.  Los  apósitos más  recomendables 
son  los  que  cumplen  las  condiciones  de  ser  biodegradables,  biocompatibles  y 
bioactivos. Una de  las opciones más prometedoras y que mejores resultados ha dado 
hasta  la  fecha para  la  fabricación de este  tipo de dispositivos es el uso de polímeros 
naturales,  entre  los  que  cabe  destacar  el  quitosano,  un  biopolímero  obtenido  por 
desacetilación de  la quitina. Este material puede  ser utilizado en  conjunción  con  las 
distintas heparinas para desarrollar sistemas funcionalizados, para lo que se aprovecha 
la  diferencia  de  cargas  que  presentan  ambos  polímeros.  El  quitosano  resulta 
particularmente apropiado para  su aplicación en heridas  crónicas, ya que puede  ser 















‐ Valoración  de  la  efectividad  de  los  tratamientos  aplicados,  atendiendo  a  la 
respuesta  inflamatoria,  formación  de  nuevo  tejido  y  maduración  tisular,  y 
comparación ente los distintos tipos de heparina. 
Para la consecución de estos objetivos, se diseñaron hidrogeles basados en quitosano 
para  su posterior  aplicación  sobre  defectos  cutáneos.  Tras  realizar diversas pruebas 
con  diferentes  combinaciones  de  ingredientes  y  protocolos  de  preparación,  se 
fabricaron tres tipos de hidrogel de quitosano al 2%: cargados con un 0,2% de heparina 
sin  fraccionar,  cargados  con  un  0,2%  de  bemiparina  e  hidrogeles  sin  heparina 





diabética  inducida  por  estreptozotocina.  La  administración  intraperitoneal  de  este 














Se  realizó  en  el  dorso  de  todos  los  animales  un  defecto  excisional  de  grosor  total 
circular, con un diámetro de 1,5 cm,  tras  lo cual a  los animales pertenecientes a  los 
grupos  PCLB,  HEP  y  BEM  les  fue  administrado  el  hidrogel  correspondiente.  Seis 
animales de cada grupo de estudio  fueron  sacrificados a  los 3, 7, 14 y 21 días de  la 
realización del defecto, y  se  tomaron muestras  sanguíneas y del  tejido  cicatrizal, así 
como fotografías del área de la herida. 
La evolución del área del defecto a  lo  largo del  tiempo mostró una distensión de  la 
herida a día 3. La reducción del área abierta ocurrió de manera más rápida en el grupo 
CTRL‐S, mostrando  diferencias  estadísticamente  significativas  en  su  valor medio  a  7 




Se observó en  todos  los  casos una  gran  contracción de  la herida,  cuya  contribución 
sobre el total del cierre fue proporcionalmente mayor que la aportada por el proceso 
de epitelización, con valores medios globales del 80,8% y el 12,8%, respectivamente. 




matriz  y  un  sellado  de  los  bordes  deficiente  comparado  con  CTRL‐S.  Los  grupos 
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tratados  con  hidrogeles mostraron  una mejor  respuesta  en  el  sellado,  así  como  un 
tejido central con aspecto menos reseco y dañado que los grupos control. 
En  el  día  7  pudo  observarse  en  el  grupo  CTRL‐S  la  formación  de  un  tejido  de 
granulación  acompañado  de  angiogénesis,  síntesis  de  colágeno  y  el  comienzo  de  la 
reepitelización. CTRL‐D mostró una mayor  inflamación,  colagenización  reducida y un 
avance epitelial alterado. El grupo PLCB no presentó cambios en  la epitelización con 




tejido neoformado alineado y menos  celular que en  tiempos anteriores, debido a  la 
reducción de la inflamación tisular, con un gran aumento de la presencia de colágeno. 
En  el  grupo  CTRL‐D  se  observó  un  tejido  incipiente  de  menor  grosor  y  con  peor 
organización. La presencia de células inflamatorias fue muy superior al control sano, al 
contrario  que  la  colagenización,  que  se  vio  reducida.  El  nuevo  epitelio mostró  un 
menor  grosor  y  una  estratificación  alterada.  El  grupo  PLCB  presentó  resultados 
similares  a  CTRL‐D, mientras  que  los  grupos  HEP  y  BEM mejoraron  esta  respuesta. 
Ambos  grupos  mostraron  una  neoepidermis  gruesa  y  correctamente  estratificada, 
avanzando  sobre  el  nuevo  tejido,  y  una  inflamación  tisular  más  moderada, 





menor  grosor  y  colagenización  reducida.  Aunque  el  avance  de  la  epitelización  fue 
similar, se observó una nueva epidermis más delgada que la de los controles sanos. El 
grupo PLCB mostró  resultados heterogéneos, con un  tejido de nueva  formación más 
organizado alternando zonas de elevada  inflamación con otras de menor celularidad. 
El grupo HEP presentó una menor  inflamación  tisular que CTRL‐D y PLCB, aunque se 
encontraron  focos  con  fuerte  reacción  a  cuerpo  extraño.  De manera  similar,  en  el 





PLCB,  y  el  grosor  del  tejido  cicatrizal  fue  significativamente mayor  (HEP  vs.  PLCB: 
p≤0,05; BEM vs. PLCB, HEP vs. CTRL‐D: p≤0,01; BEM vs. CTRL‐D: p≤0,001). 






La  inmunodetección  de  α‐actina  de  músculo  liso  permitió  valorar  la  presencia  y 








empleada  para  valorar  la  neovascularización.  En  todos  los  grupos  se  produjo  un 
aumento del número de vasos entre  los días 7 y 14, sin observarse diferencias entre 




















en  suero mediante  ELISA  reveló niveles por debajo del  límite de detección para  las 
cuatro  citoquinas  ([TNF‐α]<4  pg/mL;  [IFN‐γ]<13  pg/mL;  [IL‐6]<5  pg/mL;  [IL‐10]<5 
pg/mL),  lo que se corresponde con  los niveles esperados en condiciones normales. La 






observada  en  el  grupo  control  sano.  El  tratamiento  con  hidrogeles  de  quitosano 
cargados  con  ambos  tipos  de  heparina  lograron  mejorar  la  respuesta  reparativa 
asociada  a  la  diabetes,  rompiendo  el  estancamiento  inflamatorio  del  proceso  y 
favoreciendo  su  progresión  hacia  las  fases  proliferativa  y  de  remodelación.  La 
participación de  los apósitos empleados en  la obtención de estos mejores resultados 
resulta  clara,  propiciando  un  ambiente  húmedo,  limitando  la  inflamación,  y 
favoreciendo la formación del tejido de granulación y su maduración. 
Los  hidrogeles  diseñados  en  el  presente  trabajo  podrían  suponer  una  importante 
contribución para el tratamiento de estas  lesiones. La ausencia de componentes que 
requieran  una  consideración  especial  para  su  uso,  como  células  o  factores  de 
crecimiento, su fácil aplicación y adaptabilidad a las distintas heridas, así como su coste 
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reducido hacen que estos dispositivos presenten una serie de ventajas frente a otras 
terapias  avanzadas.  Debido  a  ello,  se  presentan  como  grandes  candidatos  para  su 
aplicación en el tratamiento general de las úlceras asociadas a diabetes. 
Debido a la ausencia de diferencias en la acción beneficiosa sobre el proceso cicatrizal 




estable  y predecible o un menor  riesgo de  complicaciones  como  la hemorragia o  la 




• Los  hidrogeles  de  quitosano  cargados  con  heparina  no  fraccionada  o  con 
bemiparina  provocan  una  mejora  de  los  procesos  de  cicatrización 
comprometida  asociada  a  diabetes  en  el  modelo  experimental  utilizado: 
favorecen  la  remisión  de  la  inflamación,  promueven  el  avance  del  proceso 
reparativo e inducen la formación de un tejido cicatrizal de mayor calidad. 
• El  efecto  beneficioso  observado  sobre  la  cicatrización  tras  la  aplicación  de 































such  as  soluble mediators,  inflammatory  cells, extracellular matrix  and parenchymal 
cells.  Classically,  these  events  are  grouped  into  three  main  overlapping  phases: 
inflammatory  phase,  proliferative  phase  and  maturation/remodeling  phase.  In 





infection,  drugs,  nutritional  deficiencies,  tumors,  age,  environmental  factors  and 
metabolic  disorders.  The  wounds  that  fail  in  progressing  satisfactorily  through  the 
normal  phases  of  healing  become  chronic  wounds,  which  display  a  pathological 
persistent  inflammation.  These  injuries  show high prevalence  and  are  tremendously 
costly  for  the  healthcare  system,  being  most  of  these  ulcers  caused  by  ischemia 
secondary to venous stasis, pressure or diabetes mellitus. 
Among  the most  common  complications of wound healing, diabetic ulcer pathology 
(diabetic foot) has great clinical relevance. Patients suffering from this pathology show 
serious  problems  in  the  cicatrization  of  cutaneous  injuries,  frequently  developing 
chronic ulcers. These wounds represent an important sanitary issue, and often lead to 
the amputation of lower limbs. The impairment of wound healing suffered by diabetic 
patients  is due  to multiple  factors,  including vasculopathies, neuropathies,  infection, 
ischemia, and other cellular and molecular complications, such as oxidative stress and 
uncontrolled proteolysis among others. In addition, other important processes are the 
accumulation of  advanced  glycation  end‐products  caused by hyperglycemia  and  the 
dysfunction  of  several  cell  types  involved  in  tissue  repair,  including  fibroblasts, 
macrophages, neutrophils and other inflammatory cells. 
At both clinical and experimental  levels, multiple therapies have been designed  in an 
attempt  to  improve  impaired  healing.  Among  them,  the  use  of  glycosaminoglycans 
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represents  a  good  option  for  treating  chronic  wounds.  Heparin,  a  type  of 
glycosaminoglycan commonly used as anticoagulant, has been proposed as a wound 
healing  enhancer,  due  to  its  ability  to  interact with  key  growth  factors  and  protect 
them  from  proteolysis  and  other modifications.  Unfractionated  heparin  shares  this 
features  with  its  derivatives,  low  molecular  weight  heparins,  which  display  more 
predictable  effects  and  a  safer  clinical  usage.  Bemiparin,  a  low  molecular  weight 
heparin,  stands  out  because  of  its  lower  molecular  weight  and  greater  safety, 
presenting an excellent pharmacological profile. 
To  achieve  the  best  results,  topical  agents  should  be  used  upon  these  ulcers, 
promoting  local  and  delimited  effects.  In  addition,  this  kind  of  injuries  show  better 
outcomes when a protective device is applied, favoring an adequate environment for a 




functionalized  systems,  taking  advantage  of  the  different  ionic  charges  that  both 















‐ Assessment  of  the  effectiveness  of  the  applied  treatments,  regarding 
inflammatory  response,  granulation  tissue  formation  and  maturation,  and 
comparison between both types of heparin. 
To  this  end,  chitosan‐based  hydrogels  were  designed  for  its  application  upon 
cutaneous  defects. Different  combinations  of  components  and  fabrication  protocols 
were tested before selecting the final formula. Three alternative forms of 2% chitosan 
hydrogels were made: loaded with 0.2% unfractionated heparin, 0.2 % bemiparin or no 






of  this  drug  allowed  the  development  of  the  diabetic  pathology  by  selective 
destruction of pancreatic β cells. Diabetes onset was confirmed by the appearance of 
classical  symptoms  (polydipsia,  polyphagia  and  polyuria),  weight  loss,  elevation  of 
glucose levels in urine and histological analysis of the pancreas. 







All animals underwent a circular  full‐thickness excisional defect  (1,5 cm diameter)  in 















Histological  observations  at  the  four  study  time  points  revealed  differences  in  the 
course of the healing process between the groups. 
At day 3, the four diabetic groups presented a higher  inflammation than non‐diabetic 




At  day  7,  granulation  tissue  formation  was  observed  in  CTRL‐S,  accompanied  by 
angiogenesis,  collagen  synthesis  and  the  start  of  epithelialization.  CTRL‐D  showed 
higher  inflammation, reduced collagenization and an altered epithelial advance. PLCB 
group did not present  changes  in  the epithelialization  compared with CTRL‐D, but a 
better granulation was observed. Compared to CTRL‐D, HEP and BEM groups displayed 
a more  organized  and  less  inflamed  tissue, with  higher  presence  of  collagen  and  a 
thicker neo‐epithelium, similar to that of CTRL‐S group. 
At day 14, all groups showed great contraction of the new tissue. CTRL‐S presented an 
aligned  tissue,  less  cellular  than  in  previous  time  points  due  to  the  reduction  of 
inflammation, and a higher abundance of collagen. In CTRL‐D group a thinner and less 
organized  tissue was  observed.  Compared  to  non‐diabetic  control,  the  presence  of 
inflammatory  cells  was  greater  and  the  collagenization  was  reduced.  The  new 
epithelium was thinner and displayed an altered stratification. PLCB group results were 




new  tissue,  and  lower  levels  of  inflammation,  especially  in  HEP  group.  Collagen 
deposition in these two groups was also higher than in CTRL‐D and PLCB groups. 
At day 21, CTRL‐S group showed a maturating cicatricial tissue, with high presence of 
collagen, vasculature  in  regression and  reduced cellularity.  In contrast, CTRL‐D group 
presented  a  chronic  inflammatory  state,  as  well  as  a  thinner  tissue  and  a  lower 
collagenization. Although  the  advance  of  the  epithelium was  similar,  a  thinner  new 
epidermis was  observed,  compared with  non‐diabetic  controls.  PLCB  group  showed 
heterogeneous  results, with  an  improvement  in  tissue  organization  and  alternating 
highly inflamed zones with others of less cellularity. Tissue inflammation in HEP group 
was lower than those observed in CTRL‐D and PLCB groups, although some areas with 












Immunostaining  of  α‐smooth  muscle  actin  was  used  to  assess  the  presence  and 
distribution  of myofibroblasts  over  time.  CTRL‐D  and  PLCB  groups  showed  a worse 
organization  and  alignment  of  these  cells.  At  day  14,  a  decrease  in  the  number  of 
myofibroblasts  in  CTRL‐S  group  was  observed,  while  levels  in  the  diabetic  groups 
remained  high.  After  21  days,  CTRL‐S  showed  a  tendency  to  the  disappearance  of 
these cells, whereas  in CTRL‐D group an elevated persistence was observed.  In PLCB 
group a decrease in the number of stained cells was seen, while HEP and BEM showed 




the  number  of  vessels  between  days  7  and  14,  without  observable  differences 
between  the groups. However, at day 21 CTRL‐S  showed a marked  reduction of  the 
vasculature, whereas CTRL‐D and PLCB maintained values similar to those observed at 
day 14 (p≤0.001 vs. CTRL‐S). HEP and BEM groups showed a tendency to the retraction 
of  the  vascular  network,  displaying  results  intermediate  between  CTRL‐S  and  CTRL‐
D/PLCB,  being  these  differences  significant  (p≤0.05)  in  all  comparisons  between 
HEP/BEM and the rest of the groups. 
The presence of macrophages and the proportion of the M2 phenotype were analyzed 
by  immunostaining  of  CD68  and  the  double  immunofluorescence  of  CD68/CD206. 
While CTRL‐S group showed a decrease in the total number of macrophages at day 14, 
the  levels  in diabetic groups remained high until day 21. However, the percentage of 
M2  phenotype,  associated  to  tissue  reparation,  was  significantly  lower  (p≤0.05)  in 
CTRL‐D  and  PLCB  compared  with  the  rest  of  the  groups,  being  observed  these 
differences  from  day  7.  At  day  21,  CTRL‐S,  HEP  and  BEM  groups  showed  similar 
percentages  between  them,  and  significantly  higher  than  CTR‐D  (p≤0.05)  and  PLCB 
(p≤0.01). 
Gene expression analysis of inflammatory cytokines (TNF‐α, IFN‐γ, IL‐6 and IL‐10) in the 
healing  tissue  measured  by  qPCR  showed  temporary  patterns  of  induction  and 
remission,  although  no  significant  differences  were  observed  between  groups. 
Quantification in blood serum by ELISA revealed levels below the limits of detection for 
these cytokines ([TNF‐α]<4 pg/mL; [IFN‐γ]<13 pg/mL; [IL‐6]<5 pg/mL; [IL‐10]<5 pg/mL), 
which correspond  to expected  levels  in normal conditions. The expression of growth 










proliferative  and  remodeling  phases.  The  better  outcomes  observed  when  these 
dressings  were  applied  can  be  explained  by  their  ability  to  maintain  a  moist 
environment,  restrict  inflammation  and  promote  granulation  tissue  formation  and 
maturation. 
The hydrogels designed  in  the present  study could be an  important contribution  for 
the  treatment  of  these  lesions.  The  absence  of  components  requiring  special 
considerations  for  their  use,  like  cells  or  exogenous  growth  factors,  the  easiness  of 
application and adaptability to different wounds, as well as the reduced cost of these 
devices,  make  of  them  an  advantageous  alternative  to  other  advanced  therapies. 
Hence, these dressings could be great candidates to be used in the general treatment 
of diabetic ulcers. 
Due  to  the  lack  of  differences  in  the  activity  of  hydrogels  either  loaded  with 
unfractionated  heparin  or  with  bemiparin,  the  choice  between  them  should  be  a 
consequence  of  the  properties  of  these  drugs.  Low molecular weight  heparins,  and 











• The beneficial effect upon healing observed  after  the application of  chitosan 
hydrogels loaded with bemiparin or unfractionated heparin was similar.  

































1.1 LA PIEL 
La piel forma la cubierta externa del cuerpo, y es el órgano más grande ya que su peso 
representa entre el 15 y el 20% de la masa total de un adulto. Este órgano desempeña 
varias  funciones,  siendo  una  de  las  principales  actuar  como  barrera  de  protección 






la  región  corporal. Dentro  de  esta  variabilidad,  existen  regiones  donde  el  grosor  es 
mayor y  la piel presenta características notablemente distintas, como son  las palmas 
de las manos y las plantas de los pies. Estas zonas, que soportan una fricción intensa, 
poseen  una  capa  epidérmica  especialmente  desarrollada  y  carecen  de  pelo,  siendo 
denominado este tipo de piel piel gruesa. El resto del cuerpo presenta una piel cuya 
Figura  1: Microfotografía  de  una  preparación  histológica  de  piel  humana  teñida  con  hematoxilina‐
eosina. Se observan las capas de la piel, así como la presencia de anexos cutáneos. 
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epidermis  es más  delgada,  que  recibe  el  nombre  de  piel  fina.  Sin  embargo,  ha  de 
tenerse en cuenta al emplear estos términos que hacen referencia tan solo al grosor 








La  epidermis  es  la  capa  más  externa  de  la  piel,  derivada  del  ectodermo.  Está 
compuesta  por  un  epitelio  estratificado  plano  en  continuo  crecimiento,  formado 
principalmente  por  queratinocitos  en  constante  proliferación  en  las  capas  más 
profundas, que en  su mayor parte  sufren queratinización  y desplazamiento hacia  la 




de  piel  gruesa. Desde  la  zona  profunda  hasta  la  superficie  los  estratos  son:  estrato 
basal, estrato espinoso, estrato granuloso, estrato lúcido y estrato córneo (Figura 2). 
Estrato basal 
También  llamado  estrato  germinativo.  En  él  se  encuentran  las  células madre  de  la 
epidermis, cuya actividad mitótica permite la renovación del epitelio. Consiste en una 
única capa celular apoyada  sobre  la  lámina basal  subyacente, de pequeño  tamaño y 








Recibe  este  nombre  por  el  aspecto  que  presentan  a  microscopía  óptica  sus 
componentes celulares con proyecciones cortas entre  las células a modo de espinas, 
que  se  corresponden  con  las  zonas  de  unión  intercelular  tipo  adherente  o 
desmosomas. Consiste en varias capas de queratinocitos de mayor tamaño que los del 
estrato  basal,  con  morfología  poligonal  ligeramente  aplanada  con  núcleo  oval.  Su 
citoplasma,  moderadamente  basófilo,  presenta  gránulos  (cuerpos  laminares  o 
lamelares).  
Estrato granuloso 
Es  la capa más superficial de  la porción no queratinizada de  la epidermis. La  forman 
varias  capas  de  células  aplanadas  en  las  que  se  observan,  además  de  los  cuerpos 
laminares,  gránulos  característicos  irregulares  y muy basófilos de queratohialina.  En 




Este  estrato,  considerado  por  algunos  histólogos  como  parte  del  estrato  córneo,  se 
encuentra  únicamente  en  la  piel  gruesa.  A microscopía  óptica  presenta  un  aspecto 
refráctil,  con  células  eosinófilas  en  las  que  la  queratinización  se  encuentra  en  un 





y  densamente  empaquetadas.  Estos  queratinocitos  han  perdido  el  núcleo  y  los 
orgánulos  citoplasmáticos,  y  se  han  llenado  casi  por  completo  de  filamentos  de 
queratina entrecruzados  con  filagrina. Esta  interacción provoca el empaquetamiento 
de  los  filamentos en  gruesos haces,  lo que  causa el  aplanamiento  característico del 
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Células de la epidermis 
El  tipo  celular predominante  es  el queratinocito.  Se origina  en  el  estrato basal,  y  a 
medida  que  comienza  su  migración  y  diferenciación,  la  célula  va  sintetizando 
queratina,  que  se  ensamblará  formando  los  filamentos  de  queratina,  un  tipo  de 
filamentos intermedios llamados comúnmente tonofilamentos. En el estrato espinoso, 
los  filamentos  comienzan  a  agruparse  en  haces  más  gruesos  denominados 
tonofibrillas, aumentando en el estrato granuloso por la interacción con la filagrina y la 





de  la  queratina  dura  del  pelo  y  las  uñas.  La  queratinización  va  acompañada  de  la 
desintegración  del  núcleo  y  otros  orgánulos,  y  el  engrosamiento  de  la membrana 
plasmática, así como la formación de la barrera epidérmica contra el agua, compuesta 
por  dos  elementos.  Por  un  lado,  se  organiza  sobre  la  superficie  interna  de  la 
membrana  plasmática  la  envoltura  celular,  compuesta  por  complejos  proteicos 





establecer  con  ellos  uniones  desmosómicas,  y  conservan  la  capacidad  de  replicarse 
durante  toda  su  vida,  aunque  a  un  ritmo  más  lento  que  los  queratinocitos.  Los 
melanocitos  producen  y  secretan  el  pigmento melanina,  cuya  principal  función  es 
proteger al organismo  frente a  los efectos deletéreos de  la  radiación ultravioleta no 
ionizante,  y  que  a  su  vez  es  el  principal  responsable  de  la  coloración  cutánea.  Este 




que  se  encuentran  entre  los  queratinocitos  de  la  epidermis  sin  establecer  uniones 




estructura  discoidal  formada  por  una  fibra  nerviosa  aferente  que  se  desmieliniza  y 
expande  al  atravesar  la  lámina  basal,  formando  el  conjunto  un  mecanorreceptor 
sensorial denominado corpúsculo o disco de Merkel. 
 




como  regulatorias  (señalización  y  control  del  tráfico  de  sustancias).  Está  compuesta 







presente  entre  la  epidermis  y  el  tejido  subcutáneo.  La  unión  dermo‐epidérmica 
discurre  siguiendo  un  contorno  irregular  (excepto  en  las  zonas  de  piel más  finas), 
formando  las  llamadas  papilas  dérmicas,  evaginaciones  del  tejido  conjuntivo  que 
interdigitan con estructuras complementarias de la epidermis conocidas como crestas 
epidérmicas.  De  este  modo,  se  consigue  una  mayor  superficie  de  contacto  entre 
ambas capas, mejorando  las propiedades mecánicas en  las zonas sometidas a mayor 
tensión,  favoreciendo  el  intercambio  de  información  y  sustancias,  y  conformando 
nichos adecuados para alojar diferentes estructuras, como veremos más adelante. Las 
zonas  de  piel  gruesa  presentan  además  unas  estructuras mayores  que  las  papilas, 
denominadas crestas dérmicas, que dan  lugar a  la aparición de  los surcos palmares y 
plantares característicos de cada individuo: los dermatoglifos. 


















las  estructuras  multicelulares,  y  más  específicamente,  como  la  parte  no  celular 
presente en  los diferentes  tejidos animales. Esta matriz, más allá de  servir de mero 
soporte  físico,  ejerce  un  papel  activo  y  complejo  en  la  regulación  de  las  células 
relacionadas  con  ella,  influyendo  en  su  supervivencia,  desarrollo,  migración, 
proliferación, forma y función. 
A  diferencia  de  los  epitelios,  en  los  cuales  la matriz  es  escasa  y  casi  limitada  a  la 
membrana basal, en los tejidos conjuntivos la mayor parte de su volumen corresponde 
a  la  matriz  extracelular,  en  la  cual  se  encuentran  embebidos  los  componentes 
celulares. La dermis no es una excepción, y en su mayor parte está formada por matriz, 
producida principalmente por  los  fibroblastos dérmicos. Las dos principales clases de 
macromoléculas que constituyen  la matriz son  las proteínas  fibrosas  (matriz  fibrilar), 
como los colágenos y la elastina, y las que contienen cadenas de polisacáridos (matriz 
amorfa  o  sustancia  fundamental),  del  tipo  de  los  glicosaminoglicanos  (GAG), 
proteoglicanos y otras glucoproteínas. A continuación se relacionan  los componentes 
más relevantes de la matriz dérmica. 
El  colágeno  es  la  principal  proteína  estructural  de  los  tejidos  conectivos  animales. 
Como  tal, es  la proteína más abundante en  los mamíferos, en  los que  constituye el 
25%  de  la masa  proteica  total.  Sus  características más  notables  son  su  rigidez,  su 
longitud  y  su  estructura  helicoidal  trimérica  filiforme,  formada  por  tres  cadenas  α 
polipeptídicas enrolladas en  sentido  levógiro. Esta proteína es especialmente  rica en 
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residuos  de  glicina,  que  se  encuentran  cada  tres  aminoácidos  y  favorecen  el 
empaquetamiento de las cadenas, siendo también importante la abundante presencia 
de prolina, la cual estabiliza la conformación helicoidal. Existen en el genoma humano 
42 genes distintos codificantes para cadenas α,  las cuales se combinan  formando  las 
distintas  clases  de  colágenos  (unos  27  identificados  hasta  el momento,  denotados 
mediantes números romanos), siendo los más abundantes, con diferencia, los de tipo I. 








La  síntesis  de  las  fibras  de  colágeno  sigue  un  proceso  complejo,  que  implica 
acontecimientos  tanto  intracelulares  como  extracelulares.  En  resumen,  tras  la 
traducción  y  translocación  al  lumen  del  retículo  endoplasmático,  las  procadenas  α 
sufren una serie de modificaciones postraduccionales; se produce  la hidroxilación de 
residuos de prolina  y  lisina  (proceso para el  cual es  fundamental  la vitamina C) y  la 
glucosilación de otros  residuos aminoacídicos. Tras ello,  las procadenas  α  trimerizan 
formando  el  procolágeno,  que  será  secretado  al  espacio  extracelular,  donde  se 





glicina,  aunque  carece  de  glucosilación,  presenta  muy  poca  hidroxiprolina  y  no 
presenta hidroxilisina. Esta proteína es  sintetizada  como  tropoelastina, un precursor 




conjuntamente  las  fibras  elásticas,  que  se  organizan  en  un  modelo  ramificado 
tridimensional entremezcladas  con el  colágeno. Mientras que  las  fibras de  colágeno 
son la principal fuerza de resistencia a la tracción, las fibras elásticas proveen al tejido 
de la elasticidad necesaria para recuperarse tras una deformación transitoria. 
Rellenando  los  espacios  entre  las  fibras  y  las  células  se  encuentra  la  sustancia 
fundamental,  un  gel  altamente  hidratado  que  facilita  la  difusión  de  nutrientes, 
metabolitos  y  otros  factores,  influye  en  los  procesos  de  migración,  crecimiento  y 
diferenciación celular, y proporciona al tejido resistencia a las fuerzas de compresión. 
Sus  principales  componentes  son  cadenas  de  polisacáridos  del  tipo  de  los 
glicosaminoglicanos,  los  cuales normalmente  se hallan unidos  a proteínas mediante 
enlaces covalentes  formando proteoglicanos. Los GAG  son polímeros no  ramificados 
compuestos  por  repeticiones  de  disacáridos  en  los  que  uno  de  ellos  es  un 
aminoazúcar,  y que en  la mayoría de  los  casos  se encuentra  sulfatado. Debido a  su 
elevada densidad de carga negativa,  tienen gran capacidad para captar  iones Na+,  lo 
que, por  la  actividad osmótica de este  catión, provoca  la  acumulación de  agua.  Los 
principales  tipos  de GAG  son  el  ácido  hialurónico,  el  condroitín  sulfato,  el  heparán 
sulfato y el queratán sulfato. Con excepción del ácido hialurónico,  los demás GAG se 
encuentran  unidos  covalentemente  a  una  proteína,  formando  los  proteoglicanos, 
moléculas  de  gran  diversidad  que  a  su  vez  pueden  formar  asociaciones  aún  más 
complejas con el resto de componentes de  la matriz  (como el ácido hialurónico). Los 
proteoglicanos  desempeñan  un  importante  papel  en  los  procesos  de  señalización 
química  por  su  capacidad  de  unión  a  moléculas  de  señalización  (factores  de 
crecimiento  proteicos),  controlando  de  esta  manera  su  difusión,  disponibilidad  y 
actividad,  pudiendo  incluso  actuar  como  correceptores  en  el  caso  de  los 
proteoglicanos de membrana. Entre los proteoglicanos más importantes se encuentran 
el agrecano, el betaglucano, la decorina, el perlecano, el versicano y el sindecano. 
En  la  matriz  extracelular  también  se  encuentran  varios  tipos  de  glucoproteínas 
multiadhesivas, que poseen dominios de unión para componentes de la matriz, como 
colágenos y GAG, y para  receptores de superficie celular  (principalmente  integrinas). 
De esta manera, facilitan la organización de la matriz, el anclaje celular y sirven como 
señales  para  la  migración,  proliferación  y  diferenciación  de  las  células  durante  el 
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desarrollo y la reparación tisular. La más conocida de estas proteínas es la fibronectina, 
de  gran  importancia  en  las  interacciones  célula‐matriz,  siendo  otros  ejemplos  la 
laminina, la tenascina, la osteopontina y la entactina/nidógeno. 
Como se ha indicado anteriormente, la matriz extracelular es sintetizada por las células 
del  tejido,  especialmente  por  los  fibroblastos.  Sin  embargo,  esta  matriz  una  vez 
sintetizada no es  inmutable, sino que se  trata de una estructura dinámica, capaz de 
permitir  la división  y migración de  las  células.  Esta  capacidad de modificación de  la 
matriz es especialmente evidente durante procesos como la angiogénesis, la migración 











Células de la dermis 
El tipo celular característico de la dermis es el fibroblasto. Estas células con morfología 
fusiforme y núcleo alargado son las encargadas de la síntesis de las fibras y la sustancia 
fundamental de  la matriz. Otro tipo de células relacionadas con  las anteriores son  los 
miofibroblastos, de similar morfología pero con capacidad contráctil. Presentan en su 
citoplasma  filamentos  de  α‐actina  de  músculo  liso  (αSMA)  y  tienen  especial 
importancia en los procesos de cicatrización, como se discute más adelante. 
En  la dermis se pueden encontrar también macrófagos (histiocitos), derivados de  los 




fusionarse  para  formar  un  gran  sincitio  conocido  como  célula  gigante  de  cuerpo 













1.1.3 Hipodermis (tejido subcutáneo) 
Bajo la dermis se encuentra una capa de tejido adiposo, llamado panículo adiposo, de 
espesor variable,  cuyas principales  funciones  son el almacenamiento de energía y el 
aislamiento  térmico. Esta capa,  junto con el  tejido conjuntivo  laxo asociado  forma  la 
hipodermis o tejido subcutáneo. En muchos animales y en algunas zonas anatómicas 




1.1.4 Vascularización, inervación y anexos cutáneos (faneras) 
La vascularización cutánea, que cumple  funciones  tanto  termorreguladoras como de 
abastecimiento,  se organiza en  tres plexos  interconectados: plexo  subcutáneo, plexo 
cutáneo y plexo subpapilar. De este último parten  las asas de capilares de  las papilas 
dérmicas,  que  permiten  el  abastecimiento  por  difusión  de  la  epidermis  avascular. 
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Asimismo,  la piel es  también  rica en vías  linfáticas, que  junto con  las  redes venosas, 
permiten el drenaje de este órgano. 
En  la  piel  se  encuentran  diversos  tipos  de  receptores  sensoriales,  entre  los  que  se 
encuentran  las  terminaciones  libres,  los  discos  de Merkel,  los  bulbos  terminales  de 







1.1.5 Funciones de la piel 
La  piel  constituye  la  principal  interfaz  entre  el  organismo  y  el  medio  exterior, 
proporcionando por un lado protección y aislamiento, mientras que a la vez permite la 
existencia  y  regulación  de  un  flujo  de materia,  energía  e  información  a  su  través. 
Debido a ello,  las  funciones de  la piel son múltiples y variadas. En primer  lugar, este 
órgano  constituye  una  barrera  protectora  frente  al  exterior,  protegiendo  contra 
agentes  físicos,  químicos  y  biológicos  como  son  el  estrés  mecánico,  la  radiación 
ultravioleta, los compuestos tóxicos y los microorganismos patógenos, entre otros. Se 
encarga de  regular  la  temperatura corporal, conservando o disipando el calor según 
las  necesidades  del  organismo,  y  controla  la  pérdida  de  agua  corporal,  siendo  por 
tanto un elemento clave en la homeostasis. También participa en la excreción a través 
de sus secreciones glandulares, es capaz de almacenar grasa como reserva energética 
y  desempeña  funciones  endocrinas  (síntesis  de  mediadores  y  de  vitamina  D). 
Asimismo,  la piel es un órgano  sensorial,  capaz de  recibir y  transmitir estímulos del 
medio  externo  de  diversa  naturaleza  (estímulos  mecánicos,  temperatura,  dolor). 
Además, al ser  la parte más externa y por  lo  tanto expuesta y visible del organismo, 
tiene  una  gran  influencia  en  la  interacción  social  del  individuo  a múltiples  niveles, 
como  pueden  ser  la  señalización  sexual,  indicaciones  sobre  el  estado  anímico  e 
INTRODUCCIÓN    53 
 







1.2 CICATRIZACIÓN CUTÁNEA 
Tras sufrir una lesión, en prácticamente todos los tejidos se desencadena una serie de 
procesos reparativos de naturaleza similar (Gurtner y cols., 2008). En el caso de la piel, 
inmediatamente  después  de  sufrir  un  daño  se  ponen  en  marcha  mecanismos  de 
cicatrización,  los  cuales pueden durar años,  cuya  finalidad primordial es  restaurar  la 
barrera  cutánea.  Estos mecanismos provocan  la  curación de  la herida por  fibrosis  y 
formación de cicatriz (Reinke y Sorg, 2012). 
El proceso de cicatrización comprende una serie compleja y dinámica de procesos, en 
los  que  se  encuentran  implicados  mediadores  solubles,  células  sanguíneas,  matriz 
extracelular  y  células  del  parénquima.  Clásicamente,  estos  procesos  se  engloban 
dentro de  tres  fases principales que se solapan en el  tiempo:  fase  inflamatoria,  fase 
proliferativa  o  de  formación  tisular  y  fase  de maduración  o  remodelación  tisular. 
Dentro  de  la  reparación  cutánea,  especialmente  en  el  caso  de  lesiones  que 
comprenden  el  grosor  total  de  la  piel,  tienen  gran  relevancia  los  procesos  de 
infiltración  leucocitaria,  formación  de  tejido  de  granulación,  fenómenos  de 
contracción,  síntesis de nueva matriz  y  reepitelización  (Martin, 1997;  Singer  y Clark, 








Inmediatamente  tras  la  lesión  cutánea,  se  activa  la  cascada  de  coagulación  para  la 
formación  de  una  costra  (hemostasia).  Las  plaquetas  y  los  leucocitos 
polimorfonucleares  presentes  liberan  una  batería  de  mediadores  proinflamatorios, 
favoreciendo el reclutamiento de un gran número de neutrófilos. A medida que avanza 
el  tiempo,  estas  células  son  paulatinamente  sustituidas  por macrófagos,  los  cuales 
predominarán  en  la  inflamación  tardía.  Durante  esta  fase,  se  forma  una  matriz 
provisional  de  fibrina,  y  las  células  inflamatorias  se  encargan  de  la  eliminación  de 




los principales objetivos del proceso  reparativo  son  cubrir  la  superficie de  la herida, 
formar un tejido de granulación y restaurar  la red vascular. Esta  formación de nuevo 
tejido es propiciada por  la migración y proliferación de  fibroblastos, miofibroblastos, 
células  endoteliales  y  queratinocitos,  así  como  por  el  reclutamiento  de  precursores 
circulantes. Durante esta fase tienen lugar los procesos de angiogénesis, epitelización y 
síntesis de nueva matriz extracelular sustituyendo a la provisional de fibrina, así como 
la  resolución de  la  inflamación. Esto dará como  resultado un  tejido de granulación y 








Fase de maduración y remodelación 
Finalmente, tras unas semanas, comienzan a producirse  fenómenos de remodelación 
en el nuevo  tejido,  cuya  actividad  se mantendrá durante meses o  incluso  años.  Los 
procesos  anteriormente  desencadenados  comienzan  a  remitir,  produciéndose  una 
reducción  de  la  actividad  metabólica  y  la  celularidad  en  el  tejido  de  granulación 
mediante apoptosis. Se produce una retracción de  la vasculatura y un descenso en el 
número  de  fibroblastos  y miofibroblastos,  así  como  de  células  infiltradas.  La matriz 
abundante en colágeno III va siendo gradualmente sustituida mediante la acción de las 
MMPs  y  síntesis  de  colágeno  tipo  I,  a  la  vez  que  continúan  los  fenómenos  de 
contracción  y  reorganización  de  las  fibras  (Desmoulière  y  cols.,  1995;  Greengalgh, 
1998; Broughton y  cols., 2006; Gill y Parks, 2008; Gurtner y  cols., 2008; Bao y  cols., 
2009; Reinke y Sorg, 2012). 




torno  a  un  70‐80%  (Broughton  y  cols.,  2006;  Corr  y  Hart,  2013).  Asimismo,  esta 
reparación conlleva un cierto grado de pérdida de funcionalidad, debido a la ausencia 
en  el  tejido  cicatrizal  de  anexos  y  estructuras  cutáneas  que  no  son  restablecidas 
(Reinke y Sorg, 2012). 
Aunque  en  algunos  organismos  eucariotas  puede  producirse  una  completa 
regeneración  tisular,  en  los  mamíferos  esta  facultad  tan  solamente  está  presente 
durante el desarrollo fetal o limitada a algunos órganos como el hígado (Bayat y cols., 
2003; Gurtner  y  cols.,  2008; Wulff  y  cols.,  2012;  Hu  y  cols.,  2014).  La  curación  sin 




Esta  limitación  regenerativa  parece  causada,  al menos  en  parte,  por  la  reparación 
fibrótica  que  tiene  lugar  de manera mucho más  veloz.  Estos  procesos  reparativos, 
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aunque  dan  lugar  a  un  tejido  de  limitada  funcionalidad,  probablemente  fueron 
seleccionados durante  la evolución al  representar una ventaja de  supervivencia más 









los  vasos  dañados  se  constriñen  durante  los  primeros  minutos,  permitiendo  la 
formación del coágulo. Este, más allá de su mera  función protectora, constituirá una 
matriz  provisional  sobre  la  que  puedan migrar  las  células,  estando  compuesto  por 
fibrina entrecruzada y proteínas de  la matriz,  tales como  fibronectina, vitronectina y 
trombospondina,  y  conformará  un  reservorio  de  factores  de  crecimiento.  Tras  la 
vasoconstricción  se  produce  la  vasodilatación,  propiciado  por  la  histamina  y  otros 
mediadores vasoactivos, aumentando el flujo sanguíneo y la permeabilidad vascular, y 
favoreciendo  la  posterior migración  de  los  leucocitos.  Los  trombocitos,  además  de 
formar el coágulo, secretan diversos mediadores, factores de crecimiento y citoquinas, 
los  cuales,  junto  con  los  factores  producidos  por  la  propia  cascada  de  coagulación, 
reclutan a  las células  inflamatorias y ponen en marcha  los mecanismos de reparación 









Durante  los  primeros  estadios,  las  células  inflamatorias  predominantes  son  los 
neutrófilos. Estos leucocitos se infiltran en el área dañada en respuesta a los factores 
quimiotácticos secretados y productos bacterianos presentes, y comienzan a limpiar la 
zona  mediante  la  fagocitosis  de  partículas  extrañas,  restos  de  tejido  y  bacterias, 
además de secretar quimioatrayentes para otras células inflamatorias. Estos leucocitos 
permanecen  en  la  zona  de  la  herida  entre  2  y  5  días,  en  condiciones  normales,  y 
liberan mediadores proinflamatorios, como el  factor de necrosis  tumoral‐α  (TNF‐α) y 
las  interleuquinas  (IL)  1β,  6  y  8,  así  como  sustancias  antimicrobianas,  incluyendo 
especies reactivas del oxígeno (ROS), y proteasas, siendo además capaces de modificar 
el fenotipo de los macrófagos. Finalmente, los neutrófilos desaparecen por apoptosis, 
son  extruidos  con  la  costra  o  fagocitados  por  los macrófagos  (Singer  y  Clark,  1999; 
Williamson  y  Harding,  2004;  Daley  y  cols.,  2005;  Eming  y  cols.,  2007a;  Schäfer  y 
Werner, 2008a; Koh y DiPietro, 2011; Reinke y Sorg, 2012). 
Los monocitos  circulantes  son atraídos a  la  zona dañada por  la acción de  sustancias 
quimiotácticas,  como  los  fragmentos  de  proteínas  de  la  matriz,  el  factor  de 
crecimiento transformante‐β (TGF‐β) y la proteína quimiotáctica de monocitos‐1 (MCP‐
1), donde se convierten en macrófagos activados. Estas células, que sustituyen a  los 
neutrófilos  como  células  inflamatorias  predominantes,  favorecen  la  formación  del 
tejido de granulación y  llevan a cabo  la fagocitosis de microorganismos, neutrófilos y 
restos de matriz.  La adherencia a  la matriz de estas  células  induce  la producción de 
diversos  factores  de  crecimiento  y  citoquinas,  y  su  actividad  es  crucial  para  la 
resolución  de  la  inflamación  y  el  soporte  bioquímico  de  la  proliferación  celular  y 
síntesis  de  matriz  durante  la  reparación  tisular.  En  los  últimos  años,  ha  cobrado 
especial  importancia el estudio de  los distintos  fenotipos de  los macrófagos durante 
los procesos de reparación tisular. Actualmente se sostiene que durante  las primeras 
etapas estas células mantienen un perfil proinflamatorio (fenotipo de activación clásica 
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Otro  tipo  celular  importante  implicado en  la  respuesta  inflamatoria es el mastocito. 
Estas células, habitualmente presentes en  la dermis y especialmente en  las cercanías 
de  las  terminaciones  nerviosas  y  los  vasos  sanguíneos,  son  activadas  por  el  daño 
tisular. Esto provoca la liberación por su parte de una batería de mediadores (factores 
de  crecimiento,  citoquinas,  interleuquinas,  proteasas,  GAGs,  histamina, mediadores 







liberación  de  factor  de  crecimiento  nervioso  (NGF),  provocando  la  hiperalgesia 
característica de  las  zonas  inflamadas. Durante el proceso  cicatrizal,  se han descrito 




inflamación  (Martin y cols., 2003), esta  respuesta  inflamatoria es vital en el proceso 
reparativo, ya que se encarga de  la protección frente a  infecciones y desbridamiento 
(Dovi  y  cols.,  2004; Menke  y  cols.,  2007),  y  proporciona  parte  de  los  factores  de 
crecimiento  y  citoquinas  necesarias  para  su  progresión  (Eming  y  cols.,  2007a).  Sin 





La reepitelización comienza a  las pocas horas de  la  lesión. Las células de  los bordes y 




la  acción  de  las  proteasas  (MMPs,  activadores  del  plasminógeno)  y  la  expresión  de 
receptores  tipo  integrina,  les  permite  migrar  y  diseccionar  el  área  de  la  herida, 
separando el  tejido viable de  la costra. Al cabo de uno o dos días,  las células de  los 
bordes comienzan a proliferar, mientras continúa la migración y se secreta una nueva 
membrana  basal,  hasta  que  finalmente  se  consigue  el  cierre  total.  El  patrón  de 





De  esta manera  la  epidermis,  tras  haber  sufrido  un  engrosamiento  inicial,  vuelve  a 
adquirir su espesor normal y se produce la restauración de la barrera epidérmica. En la 
regulación  de  este  proceso  de  reepitelización  influyen  múltiples  factores  (uniones 
intercelulares  y  célula‐matriz,  factores  de  crecimiento,  proteasas  y  factores 
ambientales, entre otros), y para su correcta ejecución debe coordinarse con el resto 
de los procesos, a la vez que toma parte activa siendo fuente de diversas citoquinas y 





1.2.4 Formación de tejido de granulación 
Aproximadamente a  los  cuatro días de  la  lesión el  tejido de granulación  comienza a 
formarse.  Los  factores  liberados  por  los  macrófagos  atraen  y  estimulan  a  los 
fibroblastos  del  tejido  conectivo  colindante  y  la  adventicia  perivascular,  los  cuales 
migran a  la zona  lesionada, a  lo que se suma el reclutamiento de células precursoras 
circulantes. Una vez allí, comienzan a  secretar una matriz provisional  rica en  fibrina, 
fibronectina y ácido hialurónico, que será gradualmente reemplazada por una matriz 
de colágeno. Este  tejido  recibe su nombre debido a  la alta densidad de  fibroblastos, 
granulocitos, macrófagos,  capilares  y  haces  laxos  de  colágeno,  que  le  confiere  un 
aspecto granuloso. Durante esta fase,  los fibroblastos sufren una diferenciación hacia 
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miofibroblastos,  los  cuales  son  los  principales  productores  de  nueva  matriz 
extracelular,  y  finalmente  tras  la  reparación  de  la  lesión  reducen  su  número  por 
apoptosis (Singer y Clark, 1999; Greengalgh, 1998; Midwood y cols, 2004; Williamson y 




Con el  fin de poder abastecer al  tejido de granulación es necesaria  la  formación de 
nuevos  vasos  sanguíneos.  Para  que  se  desarrolle  una  correcta  angiogénesis  se 
necesitan  diversos  factores  de  crecimiento,  entre  los  que  destacan  el  factor  de 
crecimiento  del  endotelio  vascular  (VEGF),  el  factor  de  crecimiento  derivado  de 
plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento fibroblástico 2 (FGF2), así como una matriz 
adecuada  y  actividad proteasa que permitan el  crecimiento de  los nuevos  vasos.  La 
unión de los factores a los receptores de las células endoteliales provoca la liberación 
de proteasas y el comienzo de la proliferación y migración de las mismas (“sprouting”). 
Más  tarde  comienzan  a  formar  canales  tubulares  que  finalmente  se  diferenciarán  y 
madurarán,  reclutando pericitos y  células musculares  lisas, hasta  restablecer el  flujo 
sanguíneo. Durante  la maduración del tejido neoformado, estos vasos desaparecerán 
paulatinamente,  dando  lugar  a  una  cicatriz  relativamente  avascular  (Singer  y  Clark, 
1999; Williamson y Harding, 2004; Eming y Hubbell, 2011; Reinke y Sorg, 2012). 
 
1.2.6 Contracción y reorganización de la matriz extracelular 
Unos  días  después  de  la  lesión,  hacen  su  aparición  en  el  tejido  de  granulación  los 
miofibroblastos.  Estas  células  proceden  principalmente  de  la  diferenciación  de 
fibroblastos,  aunque  se  han  descrito  procedencias  de  otros  tipos  celulares,  y  su 
inducción  se  encuentra  relacionada  con  la  existencia  de  factores  fibrogénicos, 
especialmente el TGF‐β1, y mecánicos (Hinz y cols., 2001; Hinz y cols., 2007; Werner y 
cols.,  2007;  Finnson  y  cols.,  2013).  La  aparición  de  estas  células  con  capacidad 
contráctil se corresponde con el comienzo de la compactación del tejido neoformado y 
contracción  de  la  herida,  a  lo  que  también  contribuyen  las  fuerzas  de  tracción  y 
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engrosamiento  de  las  fibras  de  colágeno,  resultando  en  una  aproximación  de  los 
bordes  (Singer  y Clark,  1999; Desmoulière  y  cols.,  2005; Hinz,  2010;  Ehrlich  y Hunt, 
2012). 
El  colágeno  depositado  continúa  sufriendo  remodelación  durante  meses,  en  un 
proceso dependiente de su síntesis y catabolismo. El colágeno III secretado durante la 
fase proliferativa es  reemplazado gradualmente por  colágeno  I. Su degradación está 
controlada por las MMPs y su equilibrio con sus inhibidores, los TIMPs. A medida que 






1.3 ALTERACIONES DEL PROCESO DE CICATRIZACIÓN: 
CICATRIZACIÓN COMPROMETIDA 
Como  se ha expuesto anteriormente,  la  cicatrización es un  fenómeno  complejo que 







afectar  al  fenómeno  de  la  cicatrización  es  ciertamente  importante,  y  posee  una 
enorme relevancia clínica. Se calcula que hasta uno de cada cien  individuos mayores 
de  45  años  sufre  alguna  herida  de  difícil  curación  (Williamson  y  Harding,  2004), 
provocando ingentes costes sanitarios y sociales. 
El  proceso  de  reparación,  el  cual  por  sí mismo  resulta  ya  comprometedor  para  el 
organismo, puede a su vez verse afectado por diversos factores que de alguna manera 
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obstaculicen el normal desarrollo y resolución de  la cicatrización. Algunos de  los más 
comunes  y  relevantes  en  la  práctica  clínica  son  una  excesiva  hipoxia  de  la  herida, 
infección, presencia de residuos y/o tejido necrosado, algunos medicamentos y drogas, 
carencias  nutricionales,  obesidad,  edad,  existencia  de  tumores,  diversos  factores 








sufrida  hasta  la  formación  de  un  tejido  reparado  maduro  y  estable.  Cuando  la 
respuesta reparativa tiene éxito y la herida no resulta en la muerte del organismo, los 






de  la  reparación  anormal  en  queloides  y  cicatrices  hipertróficas,  bien  por  defecto, 
produciéndose  retraso, estancamiento  y ulceración  (Eming  y  cols., 2007a; Gurtner  y 
cols., 2008; Menke y cols., 2008; Reinke y Sorg, 2012). 
Los  queloides  y  las  cicatrices  hipertróficas  son  los  ejemplos  más  conocidos  de 
desórdenes  fibroproliferativos, en  los que  se han descrito anomalías en migración  y 
proliferación celular,  inflamación, síntesis y remodelado de matriz, así como actividad 
excesiva  de  citoquinas  fibrogénicas  (Singer  y  Clark,  1999;  Bayat  y  cols.,  2003; 
Desmoulière y cols, 2005; Wynn, 2008; Finnson y cols., 2013). La  aparición de este tipo 




por  lo  que  es más  frecuente  en  regiones  anatómicas  de mayor movilidad,  y  en  su 
desarrollo  tiene  especial  importancia  la  población  de  miofibroblastos  y  una  alta 
presencia de TGF‐β1 (Bayat y cols., 2003; Desmoulière y cols., 2005; Hinz y cols., 2007; 
Sarrazy y cols., 2011; Finnson y cols., 2013)  junto con un aumento en el número de 
mastocitos  (Oskeritzian  2012; Wulff  y Wilgus,  2013),  observándose  también  niveles 
elevados de colágeno tipo III en el tejido cicatrizal (Téot y cols., 2011). 
De manera contraria, aquellas heridas que no consiguen progresar de forma adecuada 
a  través  de  las  fases  de  la  cicatrización  normal  y  permanecen  en  un  estado  de 
inflamación patológica se conocen como heridas crónicas (Menke y cols., 2007; Bao y 
cols.,  2008).  Este  tipo  de  heridas  representan  un  grave  problema  sanitario,  con  un 
coste  estimado  que  asciende  a más  de  3000 millones  de  dólares  anuales  solo  en 
Estados  Unidos,  y  cuyo  coste  social  y  psicológico,  pese  a  no  poder  ser  fácilmente 
cuantificado,  resulta  a  todas  luces  inmenso  al disminuir drásticamente  la  calidad de 
vida  de  los  pacientes  y  su  entorno  cercano  debido  a  la  propia  patología  y  a  sus 
complicaciones más habituales,  incluyendo  amputaciones  e  incapacidades  (Menke  y 
cols., 2007;  Sen  y  cols., 2009). Asimismo,  se ha descrito una mayor  incidencia en el 
desarrollo de tumores en este tipo de lesiones (Eming y cols., 2007a; Schäfer y Werner, 
2008b). Las causas de las heridas crónicas pueden ser múltiples, pero la mayoría de las 




En  la  cicatrización  normal,  el  proceso  inflamatorio  es  necesario  para  una  correcta 
progresión.  Además  de  propiciar  un  entorno  adecuado  para  la  curación  al  eliminar 
residuos  y  contaminantes,  se  encarga  de  poner  en marcha  y  orquestar  la  posterior 
respuesta  proliferativa.  Para  poder  cumplir  estas  funciones,  ha  de  ser  un  proceso 
controlado  y  autolimitante  (Menke  y  cols.,  2007;  Reinke  y  Sorg,  2012),  ya  que  sus 
efectos  pueden  ser  perjudiciales  y  causar  un mayor  daño  tisular  si  escapan  a  esta 
limitación temporal. 




elevada  actividad.  Debido  a  esto,  los  mecanismos  que  propiciaban  la  limpieza  y 
desbridamiento  iniciales  de  la  herida  acaban  actuando  sobre  el  tejido  sano, 
provocando  la  degradación  de  la  matriz.  Se  producen  cantidades  excesivas  de 
proteasas  (MMPs),  especialmente MMP‐8  y  elastasa  de  neutrófilo,  y  se  rompe  el 
equilibrio entre estas y sus  inhibidores,  los TIMPs. Esto, unido a un descenso del pH 
local,  conforma  un  ambiente  proteolítico,  el  cual  afecta  no  solo  a  la matriz,  sino 
también  a  otros mediadores  proteicos,  como  citoquinas  y  factores  de  crecimiento, 
cuya  crucial  actividad  en  la  cicatrización  se  ve  de  esta  manera  comprometida 
(Stadelman  y  cols.,  1998;  Parks,  1999;  Vaalamo  y  cols.,  1999;  Lauer  y  cols.,  2000; 
Falanga,  2004;  Eming  y  cols.,  2007a;  Barrientos  y  cols.,  2008; Menke  y  cols.,  2008; 
Eming  y  cols.,  2010;  Ariel  y  Timor,  2013).  Esto,  unido  a  la  continua  producción  de 
mediadores proinflamatorios, da  lugar a que  las heridas crónicas presenten un perfil 
característico de citoquinas y factores de crecimiento, como veremos más adelante. Al 
descontrolarse  la  respuesta  inflamatoria,  la  retroalimentación negativa que  la  limita 
deja  de  ser  efectiva,  y  se  entra  en  una  retroalimentación  positiva,  provocando  una 
inflamación  sostenida,  que  retrasa  o  incluso  impide  que  la  herida  progrese  hacia  la 
cicatrización (Menke y cols., 2007). 
Estrés oxidativo 
Como  consecuencia  directa  de  una  inflamación  elevada  y  sostenida,  las  heridas 
crónicas se encuentran sometidas a un alto nivel de estrés oxidativo, principalmente 
debido  a  la  presencia  excesiva  de  especies  reactivas  del  oxígeno.  Las  células 
inflamatorias,  principalmente  los  neutrófilos,  secretan  grandes  cantidades  de  estas 
ROS,  en  un  proceso  conocido  como  estallido  respiratorio  (“respiratory  burst”).  La 
actividad de estos potentes oxidantes es necesaria para defender al organismo frente 
al  ataque  de  patógenos. Además,  se  ha  comprobado  que  pequeñas  cantidades  son 
también  importantes  para  la  reepitelización  y  para  la  señalización  durante  la 
cicatrización, especialmente en el proceso de la angiogénesis. Sin embargo, un exceso 
de ROS  resulta perjudicial debido  a  su  gran  reactividad,  siendo  capaces de producir 




para  su detoxificación  son  insuficientes,  se produce un estrés oxidativo que provoca 
daño tisular, entrando en un ciclo de retroalimentación positiva, en el que se induce la 
expresión de  citoquinas prooxidativas y  se  recluta un mayor número de neutrófilos. 








herida,  pues  para  combatirla  se  requiere  oxígeno  adicional  para  llevar  a  cabo  el 
estallido  respiratorio  de  los  leucocitos  (Sen  y  Roy,  2008),  y,  a  la  vez,  puede  ver 
comprometido  su  abastecimiento  debido  a  un  déficit  en  la  angiogénesis  y  a  la 
presencia de isquemia (Falanga, 2004), desembocando en un estado de hipoxia tisular. 
Este estado de baja oxigenación puede resultar perjudicial para la cicatrización, ya que 
limita  la  desinfección,  ralentiza  la  formación  de  nuevo  tejido  e  interfiere  en  los 
mecanismos normales de señalización (Stadelman y cols., 1998; Falanga, 2005; Schäfer 
y Werner, 2008a; Sen y Roy, 2008). Adicionalmente,  la  restauración de  la circulación 
puede provocar un aumento de la inflamación y el estrés oxidativo, lo cual cobra gran 
importancia  en  las  heridas  sometidas  a  ciclos  de  isquemia  y  reperfusión,  como  las 
úlceras por presión (Mustoe y cols., 2006). 
 
1.3.2 Diabetes y cicatrización: úlceras asociadas a diabetes 
Según  la  Organización  Mundial  de  la  Salud,  la  diabetes  mellitus  es  un  desorden 
metabólico  de  etiología  múltiple,  caracterizado  por  hiperglicemia  crónica  con 
alteraciones  del  metabolismo  de  glúcidos,  lípidos  y  proteínas  como  resultado  de 
defectos en la secreción de insulina. Existen dos tipos principales de diabetes: tipo I y 
tipo  II.  La  diabetes  de  tipo  I  se  caracteriza  por  una  deficiencia  en  la  secreción  de 







en  pacientes  de  edad  adulta,  asociada  a  obesidad,  falta  de  actividad  física  y 
alimentación inadecuada, y su tratamiento consiste en el control de la glucosa a través 
de  distintos  medios  (actividad  física,  dieta,  medicación  oral  y/o  insulina). 
Adicionalmente,  existe  un  tercer  tipo,  la  diabetes  gestacional,  que  se  desarrolla 
durante  el  embarazo  y  en  cuya  aparición  parecen  estar  implicadas  interacciones 
hormonales. 
La  incidencia  global  de  la  diabetes  se  encuentra  por  encima  de  los  347 millones,  y 
sigue incrementándose rápidamente (Falanga, 2004; Wicks y cols., 2014), ocasionando 
enormes  gastos  sanitarios,  los  cuales  superan  los  263000  millones  de  dólares  en 
Estados  Unidos  y  los  147000  millones  de  dólares  en  Europa.  Actualmente,  esto 
representa aproximadamente el 10% de sus respectivos presupuestos sanitarios, y se 
prevé que aumente hasta el 17% para 2035/36  (Hex y  cols., 2012).  La hiperglicemia 
asociada a los dos tipos de diabetes existentes (tipo I y tipo II) causa una gran variedad 
de  complicaciones por  todo el organismo, entre  las que  se encuentran  retinopatías, 
enfermedades  cardiovasculares,  nefropatías  y  neuropatías.  Tanto  las  patologías 
vasculares  como  las  neuropatías  contribuyen  a  la  formación  de  úlceras  diabéticas, 
asociadas  a  una  inflamación  desregulada  (Wetzler  y  cols.,  2000;  Barrientos  y  cols., 
2008; Wicks  y  cols.,  2014).  Se  estima  que  un  15%  de  los  pacientes  desarrollan  una 
úlcera de pie de diabético,  la cual precede al 84% de  las amputaciones de miembros 
inferiores relacionadas con la diabetes (Brem y Tomic‐Canic, 2007). 
La  formación  de  productos  de  glicación  avanzada  (AGEs)  debida  a  la  alta 
concentración de glucosa en sangre en los pacientes diabéticos es la principal causa de 
las dificultades que este tipo de lesiones presentan en su cicatrización, siendo capaz de 





Debido  a  la  hiperglucemia,  las  proteínas  son  susceptibles  de  sufrir  procesos  de 
glicación  inespecífica, mediante  la  formación de bases de  Schiff que  se  reorganizan 
formando productos de Amadori, dando finalmente lugar a AGEs. Estas modificaciones 
son  capaces  de  causar  alteraciones  en  las  funciones  enzimáticas,  unión  a  ligandos, 
inmunogenicidad y vida media de las proteínas glicadas y/o entrecruzadas, habiéndose 
también  descrito  alteraciones  en  otros  tipos  moleculares,  como  lípidos  o  ácidos 
nucleicos  (Singh  y  cols.,  2001; Ahmed,  2005; Goldin  y  cols.,  2006; Brouwers  y  cols., 
2011). 
La  interacción de estos productos  con el  receptor de AGEs  (RAGE), expresado en  la 
mayoría  de  los  tipos  celulares  implicados  en  la  reparación  cutánea,  provoca  un 
aumento del estrés oxidativo y de expresión de genes proinflamatorios, junto con una 
retroalimentación positiva de  la expresión del propio  receptor. A esto  se  suman  las 
alteraciones  funcionales  causadas  por  la  glicación  de  los  componentes  de  la 
maquinaria  de  cicatrización,  como  factores  de  crecimiento  y  matriz  extracelular 
(Duraisamy y cols., 2001; Singh y cols., 2001; Goldin y cols., 2006; Peppa y cols., 2009). 
Han  sido  ampliamente  descritas  en  la  bibliografía  alteraciones  en  el  proceso 
inflamatorio,  que  en  este  tipo  de  lesiones  es  frecuentemente  incapaz  de  remitir.  El 
elevado  número  de  neutrófilos  y  macrófagos,  así  como  las  alteraciones  en  su 
polarización, termina provocando daños tisulares y fallos en la cicatrización (Wetzler y 
cols., 2000; Komesu y cols., 2004; Eming y cols., 2007a; Wicks  y cols., 2014). Asimismo, 
la  formación de un correcto  tejido de granulación y  su posterior maduración  se ven 
comprometidas, mostrando alteraciones en  la mayoría  (si no en  todos)  los procesos 
necesarios.  Entre  ellas  se  incluyen  carencias  en  la  proliferación  y  quimiotaxis  de 
fibroblastos y células vasculares (Hehenberger y cols., 1998; Loots y cols., 1999; Okano 




de  citoquinas  y quimioquinas proinflamatorias  (Wetzler  y  cols.,  2000;  Eming  y  cols., 
2007a; Peppa y cols., 2009; Xu y cols., 2013), actividad proteasa elevada  (Nwomeh y 
cols., 1999; Lobmann y cols., 2002; Falanga, 2004; Gill y Parks, 2008), superproducción 
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de  ROS  y  ambiente  prooxidativo  (Schäfer  y Werner,  2008a),  fallos  en  la  transición 
M1/M2 en macrófagos  (Mantovani  y  cols., 2013; Wicks  y  cols., 2014),  fracaso en  la 
consecución  de  una  contracción  adecuada  (Falanga,  2005),  secreción  reducida  y 
modificaciones  de  los  componentes  de  la matriz  (Niu  y  cols.,  2008;  Schultz  y  cols., 
2011),  resistencia mecánica  reducida  (Berlanga‐Acosta  y  cols.,  2010),  cambios  en  la 
población bacteriana  (Scales y Huffnagle, 2013; Zhao y cols., 2013) y alteraciones en 
los procesos epigenéticos (Rafehi y cols., 2011). 
Todas  estas  alteraciones,  junto  con  otros  factores  tanto  intrínsecos  (neuropatías, 
problemas  vasculares  y  otros  efectos  sistémicos  causados  por  la  diabetes)  como 
extrínsecos  (infección,  formación de callo, presión  local excesiva), desembocan en  la 




1.3.3 Terapias para la cicatrización comprometida 
Dada la gran prevalencia de las heridas crónicas, se han empleado para su tratamiento 
multitud de terapias, procedimientos y dispositivos para mejorar su progresión. En  la 
mayoría de  los casos,  las terapias aplicadas  intentan actuar sobre uno o varios de  los 
procesos alterados en la cicatrización comprometida. Entre estas estrategias se incluye 
el  control  de  la  infección,  el  suplemento  de  mediadores,  la  modulación  de  la 
inflamación,  etc.  (Menke  y  cols.,  2007;  Boateng  y  cols.,  2008).  A  continuación  se 
exponen brevemente  las  terapias más empleadas y aquellas que están  sufriendo un 
mayor desarrollo en los últimos años. 
Limpieza y desbridamiento de la herida 
Las heridas con tejido necrótico no progresarán en la granulación y epitelización hasta 
que  este  sea  eliminado.  El  desbridamiento  supone  una  importante  ayuda  en  este 
proceso,  limitando  la colonización bacteriana y  los  riesgos de  infección, a  la vez que 




quirúrgicos,  mecánicos,  enzimáticos  o  biológicos,  y  se  considera  el  tratamiento 




Descarga y corrección posicional 
Diversos traumas o presiones sostenidas en una zona pueden dar  lugar a heridas por 
isquemia‐reperfusión,  teniendo una  especial  importancia en  los  casos de úlceras de 
decúbito y de pie de diabético. Es necesario en estos casos aliviar las cargas a las que 
se  somete  la  herida  para minimizar  el  daño  tisular.  Para  ello,  se  emplean  diversas 
estrategias  y  dispositivos  adecuados  a  cada  tipo  de  lesión,  como  colchones  y/o 









con  distintas  sustancias,  como  compuestos  antimicrobianos,  promotores  de  la 
cicatrización  o  suplementos.  Distintos  tipos  de  herida  pueden  requerir  diferentes 
dispositivos, dependiendo de  las características de  la  lesión y del material (Boateng y 
cols., 2008; Menke y cols., 2008). 
Tratamientos con moléculas bioactivas 
Desde finales de los años 70, el uso de citoquinas y factores de crecimiento exógenos 
aplicados de forma tópica ha sido planteado con  la  intención de equilibrar  los niveles 
de dichas moléculas,  los  cuales  se  encuentran  alterados  en  las heridas  crónicas. De 
esta manera,  se  pretende  favorecer  una  transición  desde  un  estado  degradativo  e 
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inflamatorio  hacia  otro  más  sintético  y  proliferativo.  Distintos  factores  han  sido 
investigados  como  terapias  tópicas,  como  PDGF,  FGF2,  factor  de  crecimiento 
epidérmico  (EGF),  VEGF  y  TGF‐β,  aunque  hasta  la  fecha  tan  solo  el  uso  tópico  de 
Becaplermin  (PDGF‐BB) ha mostrado suficiente eficacia en estudios clínicos robustos. 
Asimismo,  su utilidad  se encuentra  también  limitada debido a  la corta vida de estas 
proteínas  en  el  ambiente  marcadamente  proteolítico  que  suponen  las  heridas 










y  las  procedentes  de  distintos  tejidos,  como muscular,  adiposo,  epitelial,  etc.,  con 
resultados prometedores, tanto por sí solas como en conjunción con distintas matrices 




Diversos  tipos  de  constructos  y  equivalentes  cutáneos/dérmicos  han  sido  utilizados 
para  intentar mejorar  la cicatrización de heridas comprometidas, con  la  intención de 





distintos  tipos  celulares  ofrecen  múltiples  opciones  para  su  aplicación  terapéutica 
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las  apoye.  Entre  ellas  se  incluyen  la  electroestimulación,  la  terapia  hiperbárica,  la 
hidroterapia,  los  tratamientos  con presión negativa,  la  terapia  con ultrasonidos, etc. 
(Falanga  y  cols.,  2005; Brem  y  cols.,  2006; Broughton  y  cols.,  2006; Mustoe  y  cols., 
2006; Menke y cols., 2007; Kranke y cols., 2012). 
 
1.4 FACTORES DE CRECIMIENTO Y CITOQUINAS EN LA 
CICATRIZACIÓN 
El  éxito  del  proceso  cicatrizal  depende  de  la  acción  de  múltiples  factores  de 
crecimiento, citoquinas y quimioquinas envueltas en una compleja red de señalización 
que  coordina  los  procesos  celulares.  El  desarrollo  de  las  tecnologías  de  ratones 
transgénicos  y  knock‐out  ha  permitido  un  gran  avance  en  la  dilucidación  de  las 
funciones de las citoquinas en los procesos de embriogénesis y de cicatrización, tanto 
normal  como  comprometida.  Aunque  quedan  aún  muchas  incógnitas  sobre  las 
funciones e  implicaciones de muchos mediadores, se han  identificado varias  familias 
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cuales pueden ser homo o heterodímeros de cadenas α o β  (Werner y Grose, 2003). 
Asimismo, dentro de  la  familia del PDGF se engloba  la subfamilia del VEGF, que será 
tratada más adelante. 
Tras  la  lesión,  la  degranulación  de  las  plaquetas  provoca  la  liberación  de  grandes 
cantidades  de  PDGF.  Sus  niveles  permanecen  elevados  en  el  fluido  de  la  herida, 
especialmente  durante  las  primeras  etapas,  ejerciendo  su  acción  mediante  un 
mecanismo paracrino. Además de las plaquetas, el PDGF es producido por macrófagos, 
endotelio  vascular,  fibroblastos, queratinocitos  y mastocitos  (Werner  y Grose, 2003; 
Barrientos  y  cols.,  2008).  Dentro  de  los  múltiples  efectos  de  estos  factores  de 
crecimiento, tienen especial importancia las acciones quimiotácticas sobre neutrófilos, 
monocitos  y  fibroblastos,  inducción  de  epitelización,  así  como  la  inducción  de  la 





La  familia  del  TGF‐β  incluye  a  sus  tres  isoformas  (TGF‐β1,  TGF‐β2  y  TGF‐β3),  las 
proteínas morfogenéticas óseas  (BMPs)  y  las  activinas.  Las  tres  isoformas del  TGF‐β 
son sintetizadas como precursores, secretadas usualmente como un complejo con  la 
proteína  de  unión  a  TGF‐β  latente,  la  cual  es  eliminada  extracelularmente  por 
proteólisis.  Asimismo,  en  los  procesos  de  liberación  y  activación  de  este  factor  de 
crecimiento  también participan estímulos mecánicos. Durante  la  reparación cutánea, 
la  proteína  predominante  es  el  TGF‐β1,  producido  principalmente  por macrófagos, 
fibroblastos, queratinocitos, plaquetas y mastocitos, y ejerce su acción por  la unión a 
un  receptor  heterodimérico  (tipo  I  más  tipo  II),  ambos  serina‐treonina  quinasas, 
uniéndose  adicionalmente  a  un  receptor  no  señalizador  tipo  III,  encargado  de 





En  la  cicatrización,  el  TGF‐β1  tiene  importancia  en  los  procesos  de  inflamación, 
angiogénesis,  reepitelización  y  regeneración  del  tejido  conectivo.  Su  actividad  se 
mantiene  a  lo  largo  de  todo  el  proceso,  gracias  tanto  a  la  síntesis  como  a  la 
acumulación de  la  forma  inactiva, asegurando una provisión continua. Se ha descrito 
su  actividad  favorecedora  de  la  síntesis  y  contracción  del  tejido  de  granulación, 
desbridamiento por parte de macrófagos, modulación del  componente  inflamatorio, 
inducción de la diferenciación de miofibroblastos, así como migración e inhibición de la 
proliferación  de  queratinocitos.  Del  mismo  modo,  la  isoforma  TGF‐β3  también  se 
encuentra  implicada en procesos de curación, habiéndose descrito su  importancia en 





La  familia  del  factor  de  crecimiento  del  endotelio  vascular,  considerada  como  una 
subfamilia dentro de  la familia del PDGF,  incluye al VEGF‐A, VEGF‐B, VEGF‐C, VEGF‐D, 




El  VEGF‐A,  un  regulador  capital  de  la  vasculogénesis  y  la  angiogénesis  durante  el 
desarrollo,  también  tiene  una  importancia  crucial  en  los  procesos  de  reparación 
cutánea. Tras  la  lesión, este factor es  liberado por  las plaquetas, y se ha comprobado 
que  su  expresión  se  induce  principalmente  en  queratinocitos,  fibroblastos,  células 
endoteliales,  células  musculares  lisas,  macrófagos  y  mastocitos,  a  la  vez  que  sus 
receptores pueden encontrarse en la vasculatura del tejido de granulación. Este factor 
de  crecimiento  favorece  la  permeabilidad  vascular  y  provoca  la  migración  y 
proliferación de  las células endoteliales, dando comienzo a  la  revascularización de  la 
herida.  Además  de  los  efectos  sobre  la  regeneración  vascular,  este  factor  de 
crecimiento también actúa contribuyendo a los procesos de epitelización y síntesis de 




en  la  curación  de  heridas.  El  PGF  parece  ser  un  importante  regulador  de  la 
angiogénesis,  y  es  capaz  de  actuar  en  sinergia  con  el  VEGF‐A.  A  su  vez,  el  VEGF‐C 
parece  ser  el  principal  responsable  del  restablecimiento  de  la  red  linfática  tras  la 




La  familia  de  los  factores  de  crecimiento  fibroblásticos  incluye  23 miembros,  que 
ejercen  su  acción  gracias  a  su  unión  a  cuatro  receptores  transmembrana  de  alta 
afinidad  tipo  tirosina‐quinasa  (FGFR1‐4)  (Werner  y  Grose,  2003).  Los  diferentes 
miembros  de  la  familia  muestran  distinta  afinidad  frente  a  los  receptores  (y  sus 
variantes), pero un aspecto común a todos ellos es su capacidad de interacción con la 
heparina  y  el  heparán  sulfato,  lo  que  limita  su  difusibilidad  y  les  brinda  una mayor 





o  la  síntesis  y  remodelación  de  matriz,  aunque  de  ellos  cabe  destacar  el  efecto 
angiogénico, particularmente estudiado y descrito en el caso del FGF1 y FGF2 (también 
conocidos como FGFs ácido y básico, respectivamente) (Werner y cols., 1994; Werner y 
Grose,  2003;  Eming  y  cols.,  2007a;  Barrientos  y  cols.,  2008).  Los  principales  tipos 
celulares que secretan FGFs son  los queratinocitos,  fibroblastos, células endoteliales, 
células  musculares  lisas,  condrocitos  y  mastocitos.  Durante  los  procesos  de 
cicatrización cutánea se han descrito incrementos en la presencia de estos factores de 
crecimiento,  siendo  los más  estudiados  los miembros  1,  2,  7  y  10. De  ellos,  el  que 






Los miembros más  conocidos  y  estudiados  de  la  familia  del  factor  de  crecimiento 
epidérmico son el propio EGF, el  factor de crecimiento  transformante‐α  (TGF‐α) y el 
factor de crecimiento similar a EGF de unión a heparina (HB‐EGF), aunque también se 
incluyen moléculas  como  la  anfirregulina,  epirregulina,  neurregulina  y  betacelulina, 
entre otras. Todos ellos llevan a cabo sus acciones mediante la unión a cuatro tipos de 
receptores diferentes,  y  son  sintetizados  como  proteínas  transmembrana,  pudiendo 
escindirse por proteólisis. Esto permite que además de la señalización paracrina tras la 




EGF, TGF‐α y HB‐EGF. Su presencia y  la de sus  receptores aumentan  tras  la  lesión, y 
ejercen  una  acción  favorable  sobre  los  procesos  de  reepitelización  y  formación  de 
tejido de granulación, lo que nos indica la importante implicación de estos factores en 




Las  citoquinas  son  proteínas  secretadas  de  pequeño  tamaño,  que  afectan  al 
comportamiento  de  células  inmunitarias,  así  como  otros  tipos  celulares.  En  esta 
categoría  se  incluyen  las  interleuquinas,  las  linfoquinas  y  otras moléculas  como  el 
TNF‐α y los interferones (IFN). Las quimioquinas, o citoquinas quimiotácticas, son una 
subclase de pequeñas  citoquinas que estimulan  la quimiotaxis  y  la extravasación de 
leucocitos, aunque también participan en los procesos de epitelización, angiogénesis y 
diferenciación  miofibroblástica  (Werner  y  Grose,  2003;  Mantovani  y  cols.,  2004; 
Martins‐Greens y cols., 2013). 
 









La  interleuquina‐6  es  sintetizada  principalmente  por  neutrófilos,  macrófagos  y 
linfocitos  T,  así  como  por  queratinocitos  durante  la  reparación  cutánea,  y  está 
implicada  en  la  respuesta  inflamatoria  asociada  a  la  cicatrización.  Posee  un  efecto 
proliferativo  para  queratinocitos,  es  quimiotáctica  para  neutrófilos,  y  su  exceso  de 
actividad  se  asocia  a  un  efecto  de  cicatrización  hipertrófica  (Gallucci  y  cols.,  2000; 
Werner y Grose, 2003; Hinz, 2007; Barrientos y cols., 2008). 
IL-10 
Esta  interleuquina,  una  de  las  principales  citoquinas  antiinflamatorias,  es  producida 
por  los macrófagos  infiltrados,  linfocitos  T  y  queratinocitos  de  los márgenes  de  la 
herida,  y  se  le  asocia  una  acción  antifibrótica  en  los  procesos  cicatrizales.  Tiene  un 
papel  fundamental  en  la  limitación  y  resolución  de  la  respuesta  inflamatoria, 
produciendo una menor expresión de mediadores proinflamatorios (TNF‐α, IFN‐γ, IL‐1, 
IL‐6,  IL‐12,  etc.)  y  aumentando  la  de  moléculas  antiinflamatorias.  Adicionalmente, 




Producida  principalmente  por  macrófagos  y  neutrófilos  infiltrados,  así  como  por 









respuesta  inmunitaria,  siendo  un  potente  inductor  de  las  defensas  contra  virus  y 
bacterias.  Su  inducción  ejerce  múltiples  efectos  sobre  macrófagos,  células  NK  y 






han  demostrado  tener  influencia  sobre  el  proceso  reparativo.  Algunas  de  ellas,  así 
como  sus  integrantes  más  estudiados,  son  las  angiopoyetinas,  los  factores  de 
crecimiento similares a insulina (IGFs), los factores de dispersión (factor de crecimiento 
hepatocítico o HGF),  las neurotrofinas (NGF),  la familia CCN (factor de crecimiento de 
tejido  conectivo  o  CTGF)  y  el  factor  estimulador  de  colonias  de  granulocitos‐
macrófagos (GM‐CSF) (Werner y Grose, 2003; Broughton y cols., 2006). 
 
1.5 MODELOS EXPERIMENTALES DE CICATRIZACIÓN 
Aunque  el  estudio  y  el  conocimiento  de  la  cicatrización  en  humanos  han  avanzado 
considerablemente, las dificultades y limitaciones que plantea hace que sea necesario 
el empleo de modelos experimentales para la investigación en este campo. 
Las  “3Rs”  en  la  experimentación  animal  (reducción,  refinamiento  y  reemplazo), 
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tipos  celulares  y  diferentes  componentes  matriciales,  así  como  modelos  ex  vivo, 
procedentes  tanto  de  humanos  como  de  otros  mamíferos.  Sin  embargo,  la  gran 
complejidad de  los procesos  reparativos y  sus múltiples  interacciones con diferentes 
sistemas del organismo  vivo hacen que estos modelos  resulten  insuficientes para el 
estudio. A causa de ello, aunque la experimentación in vitro y ex vivo resulte útil y sea 




rata,  tanto  en  heridas  incisionales  (cicatrización  por  primera  intención)  como 
excisionales  (cicatrización por  segunda  intención).  Su  fácil manejo, mantenimiento  y 
disponibilidad  de  cepas  transgénicas  hacen  que  sea  el modelo  de  elección  por  la 
mayoría  de  los  investigadores  (Dorsett‐Martin,  2004;  Eming  y  cols.,  2007a; Ansell  y 
cols., 2012).  Sin embargo, ha de  tenerse en  cuenta  las diferencias en  la  anatomía  y 
fisiología  de  la  piel  y  los  procesos  de  cicatrización  existentes  con  relación  a  los 
humanos.  En estos  animales,  la piel posee un panículo  carnoso  y un  anclaje  laxo  al 
tejido  subyacente. Esto hace que el  cierre de  los defectos experimentales  se  lleve a 
cabo  principalmente  por  contracción  del  tejido,  lo  cual  limita  la  extrapolación  de 
resultados  (Ansell  y  cols.,  2012;  Davidson  y  cols.,  2013).  Entre  las  alternativas 
existentes para paliar este problema se encuentran el uso de modelos de piel  firme, 
como la oreja del conejo o los modelos porcinos, así como el empleo de estrategias de 
fijación  de  los  bordes  de  la  herida  en  roedores mediante marcos  rígidos  o  flexibles 
(Galiano y cols., 2004a; Buján y cols, 2006; Ansell y cols., 2012; Davidson y cols., 2013; 
Park y cols., 2014). 
Asimismo,  se  han  desarrollado  en  los  últimos  años  distintos  modelos  para  la 







1.5.1 Modelos de cicatrización comprometida 
Para  estudiar  los  distintos  tipos  de  cicatrización  comprometida  se  han  ido 
desarrollando  a  lo  largo  de  los  años  distintos modelos  animales  en  un  intento  por 
reproducir la fisiología alterada y su efecto sobre la reparación de distintas patologías. 
Entre  ellas  la  más  importante  es  la  diabetes,  aunque  también  han  sido  descritos 
modelos para otras condiciones tales como  la edad avanzada (modelo de extirpación 
ovárica), isquemia tisular (modelos de colgajo o flap y de isquemia quirúrgica en oreja 
de  conejo)  y  úlceras  por  presión  (modelos  de  isquemia/reperfusión  con  imanes  y 
dispositivos compresores) (Buján y cols., 2006; Ansell y cols., 2012). 
Para el estudio de la diabetes, los modelos más comúnmente empleados son la rata y 
el  ratón.  Para  la  diabetes  tipo  I,  los más  utilizados  son  los  ratones  genéticamente 
deficientes  diabéticos  no  obesos  (NOD)  y  la  inducción  de  diabetes  por 
estreptozotocina  (Ansell y cols., 2012; Wicks y cols., 2014). Este compuesto, análogo 
estructural  de  la  glucosa,  es  reconocido  selectivamente  por  el  transportador  de 
glucosa GLUT‐2, el cual es muy abundante en  las células β del páncreas. Debido a su 
toxicidad,  su  administración  resulta  en  la  destrucción  selectiva  de  estas  células, 
produciendo  la patología diabética (Schnedl y cols., 1994; Wang y Gleichmann, 1998; 
Bolzán y Bianchi, 2002; Tesch y Allen, 2007). Por otro lado, los modelos más frecuentes 
de diabetes tipo  II  incluyen  los ratones mutantes para  leptina  (ob/ob o Lep  ‐/‐) y  los 
mutantes para su receptor (db/db o Lepr ‐/‐) (Ansell y cols., 2012; Wicks y cols., 2014). 
En  cualquier  caso,  ha  de  tenerse  en  cuenta  que  todos  los  modelos  presentan 
limitaciones ya que, por definición, nunca reproducirán exactamente los fenómenos y 
procesos  de  la  reparación  cutánea humana  que  pretenden  estudiarse.  Por  tanto,  la 
traslación de  los  resultados obtenidos a  la práctica clínica ha de  realizarse con suma 
cautela. No  obstante,  estos modelos  son  la  herramienta más  potente  de  la  que  se 
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1.6 HEPARINAS 
1.6.1 Heparina no fraccionada 
La  heparina  es  una mezcla  heterogénea  de  glicosaminoglicanos  ramificados,  cuyas 
propiedades  antitrombóticas  fueron  descubiertas  hace  casi  un  siglo.  Se  encuentra 
principalmente  en  los  gránulos  de  basófilos  y mastocitos,  y  su  obtención  se  lleva  a 
cabo mediante su aislamiento a partir de tejidos animales, como el intestino porcino o 





El  polímero  de  la  heparina  consiste  en  una  repetición  básica  de  un  disacárido 
compuesto por ácido L‐idurónico y D‐glucosamina, unidos por un enlace α(1→4), con 
un  grado  variable  de  sulfatación  y  N‐acetilación  (Figura  4).  Su  peso  molecular  se 
encuentra entre 3000 y 30000 Da, con un valor medio de 15000 Da (aproximadamente 






ciertas  limitaciones  importantes,  entre  las  que  se  encuentran  las  complicaciones 
hemorrágicas,  la  osteoporosis  asociada  a  su  uso,  la  trombocitopenia  inducida  por 
heparina y  las  limitaciones  farmacocinéticas. Por ello, durante  las últimas décadas se 





1.6.2 Heparinas de bajo peso molecular 
Se  conocen  como  heparinas  de  bajo  peso  molecular  (LMWH)  a  las  fracciones 
obtenidas por despolimerización química o enzimática de  la heparina no  fraccionada 
(UFH), cuyo peso molecular medio se encuentre entre 2000 y 9000 Da, con un peso 
medio  de  5000  Da  (aproximadamente  15  monosacáridos  por  molécula).  Aquellas 
preparaciones cuyo peso sea menor de 4000 Da son consideradas LMWH de segunda 
generación  (Fernández  Pavón,  2004;  Hirsh  y  Raschke,  2004).  Actualmente  existen 
varios tipos disponibles, entre los que se incluyen enoxoparina, dalteparina, reviparina, 
tinzaparina  y bemiparina,  y  se prevé que en un  corto periodo de  tiempo  aparezcan 
más  productos  biosimilares,  debido  a  la  expiración  de  patentes.  Estas  LMWH  han 
demostrado mejor biodisponibilidad y vidas medias más largas comparadas con las no 
fraccionadas, y también se  les asocia una menor  incidencia de complicaciones, por  lo 
que  actualmente  han  reemplazado  a  la  UFH  como  tratamiento  de  elección  para 
muchas  indicaciones,  como  la  prevención  y  el  tratamiento  del  tromboembolismo 
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La  bemiparina  es  una  heparina  de  bajo  peso  molecular  obtenida  mediante 
despolimerización  química  (β  eliminación)  en  medio  no  acuoso  de  heparina  no 
fraccionada  procedente  de mucosa  porcina.  Es  considerada  una  LMWH  de  segunda 
generación,  ya que  se  caracteriza por un peso molecular medio de 3600 Da,  siendo 
aproximadamente  un  85%  de  sus  cadenas  polisacáridas menores  de  6000  Da.  Sus 
actividades anti factores de coagulación son de aproximadamente 80‐120 UI/mg (anti‐
Xa)  y  5‐20  UI/mg  (anti‐IIa),  lo  que  hace  que  posea  un  ratio  anti‐Xa/IIa  de 
aproximadamente 8:1, mayor que el de otras heparinas de bajo peso molecular, como 
enoxoparina, dalteparina, reviparina y tinzaparina. Este elevado ratio  le confiere gran 
poder  antitrombótico  con  un  menor  riesgo  de  sangrado,  y  es  principalmente 




1.6.3 Heparinas y cicatrización 
Aunque tradicionalmente las heparinas han sido utilizadas como anticoagulantes, estas 
moléculas presentan otros  tipos de actividades en diversos procesos, algunos de  los 
cuales  han  mostrado  ser  relevantes  y  potencialmente  útiles  en  el  tratamiento  de 
heridas comprometidas. 
Una de  las principales características de  las heparinas relacionadas con  la reparación 
tisular es su capacidad para unirse a  factores de crecimiento, como  los FGFs, VEGF y 
HGF. Esta  interacción provoca un  incremento en  la actividad de dichos  factores, a  la 
vez que aumenta su vida media y  les confiere una mayor resistencia a  la proteólisis y 
otras modificaciones  (Faham  y  cols.,  1996;  Kratz  y  cols.,  1998; Nissen  y  cols.,  1999; 
Norrby y Nordenhem, 2010; Liang y Kiick, 2014). 
Estudios realizados en  los últimos años han  indicado una capacidad de  las heparinas, 
tanto sin  fraccionar como de bajo peso molecular, en  la modulación de  la  respuesta 
inflamatoria (Dandona y cols., 1999; Salas y cols., 2000; Hochart y cols., 2008; Mousa, 





anastomosis  intestinales  (Gunerhan  y  cols.,  2006;  Ergul  y  cols.,  2009)  y  úlceras  en 
pacientes diabéticos (Kalani y cols., 2003; Rullan y cols., 2008),  
Asimismo,  en  los  últimos  años  se  han  llevado  a  cabo  estudios  en  el  campo  de  la 





La  definición  más  aceptada  es  la  empleada  por  el  Instituto  Nacional  de  la  Salud 
americano, que describe a los biomateriales como “cualquier sustancia o combinación 
de  sustancias,  diferentes  de  drogas,  sintéticas  o  de  origen  natural,  que  pueden  ser 




ni  carcinogenicidad,  ser  biocompatibles  y  biofuncionales  y  presentar  propiedades 
mecánicas, físicas y/o químicas adecuadas para su aplicación en cuestión. El rango de 




1.7.1 Tipos de biomateriales 
A lo largo de la historia se han empleado una gran variedad de materiales, los cuales se 
agrupan principalmente en metálicos, cerámicos, poliméricos y compuestos. Según  la 
respuesta  tisular  provocada  por  los  biomateriales,  estos  pueden  englobarse  en  tres 
categorías principales. Los inertes (hablando más estrictamente, casi inertes) provocan 
una  respuesta  tisular  mínima;  los  materiales  bioactivos  promueven  el  anclaje  del 





metálicos  clásicos,  como  las  aleaciones  de  cobalto‐cromo  y  titanio,  son  típicamente 
inertes; las cerámicas pueden ser inertes, activas o absorbibles; y los polímeros pueden 
ser  inertes  o  absorbibles.  Asimismo,  los  biomateriales  pueden  ser  de  procedencia 
natural, cuando se emplean materiales presentes en los organismos vivos, o fabricados 







naturaleza  tras  la celulosa, encontrándose en  las paredes celulares de  los hongos, el 












desarrollado  diferentes  derivados  del  mismo  para  mejorar  sus  características.  Su 
naturaleza  catiónica  permite  su  interacción  con  moléculas  aniónicas,  como 
glicosaminoglicanos  y  proteoglicanos,  lo  que  hace  de  este  polímero  un  eficiente 
portador de moléculas bioactivas  (Dai y cols., 2011; Holzapfel y cols., 2013; Azuma y 
cols., 2015). 
Además  de  sus  propiedades  como  biomaterial,  el  quitosano  posee  ciertas 
características muy relevantes para su uso en el tratamiento de lesiones cutáneas. Este 
material presenta actividades antimicrobianas propias, favorece un ambiente húmedo 





























2 HIPÓTESIS DE TRABAJO 
Durante  los  últimos  años,  la  incidencia mundial  de  la  diabetes mellitus  ha  ido  en 
aumento, y se prevé que en  las próximas décadas esta tendencia continúe debido al 
aumento global de  la  longevidad y al estilo de vida y hábitos nutricionales propios de 




A pesar de  los  importantes progresos en  su  tratamiento, este  tipo de heridas  sigue 
siendo hoy en día un grave problema de salud. Las profundas alteraciones del proceso 
cicatrizal que ocurren en estas  lesiones provocan que en muchos casos  la herida no 
consiga  progresar  favorablemente  y  se  produzca  una  cronificación  de  la  misma, 





provocan  el  fallo  en  la  cicatrización.  Asimismo,  con  objeto  de  permitir  su  uso 























‐ Valoración  de  la  efectividad  de  los  tratamientos  aplicados,  atendiendo  a  la 
























3 MATERIAL Y MÉTODOS 












Para  la  elaboración  de  los  hidrogeles  se  emplearon  los  siguientes  reactivos  y 
soluciones: 
 
‐ Quitosano (bajo peso molecular)         Sigma‐Aldrich 
‐ Carboximetilcelulosa (CMC), sal sódica      Sigma‐Aldrich 
‐ Glicerol              Panreac 
‐ Metil p‐hidroxibenzoato (metilparabeno)      Sigma‐Aldrich 
‐ Propil p‐hidroxibenzoato (propilparabeno)      Sigma‐Aldrich 
‐ Bicarbonato de sodio           Gibco®‐LT 
‐ Heparina no fraccionada          Mayne Pharma 
‐ Bemiparina              Rovi 
‐ Ácido acético glacial            Panreac 
‐ Etanol                Panreac 
‐ Agua desionizada 
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3.1.2 Protocolo de preparación 






























Las  concentraciones  finales  de  los  componentes  de  los  hidrogeles  de  detallan  en  la 
Tabla 1. Una vez preparado, el hidrogel fue fragmentado mecánicamente, extruido dos 
veces  y  cargado  en  jeringuillas  de  1 mL  para  su  dispensación  en  el momento  de  la 
intervención  quirúrgica  (Figura  6).  Los  geles  mostraron  suficiente  consistencia  y 


























3.2.1 Animal de estudio 




los animales  fueron estabulados  individualmente bajo  condiciones estándar de  luz y 
temperatura,  disponiendo  de  una  dieta  completa  (Global  diet,  Harlan  Laboratories 
Inc.)  y  agua  ad  libitum.  Para  minimizar  el  estrés,  se  proporcionó  a  las  ratas 
enriquecimiento ambiental con rotación semanal (Figura 8). Todos los procedimientos 

















veintiún días  (t=21d),  tomando como punto de partida el momento de  la  realización 
del defecto excisional  (t=0d). Para cada grupo experimental, una cuarta parte de  los 
animales  fue  sacrificada en  cada uno de  los  tiempos, obteniéndose un  total de  seis 
ratas (n=6) por cada grupo y tiempo de estudio. 
 
3.2.3 Inducción y comprobación de la diabetes experimental 
En  los animales pertenecientes a  los grupos CTRL‐D, PLCB, HEP y BEM se  indujo una 
diabetes tipo I experimental con estreptozotocina (STZ). Para ello, a los animales se les 
inyectó vía intraperitoneal una solución de STZ (Sigma‐Aldrich) a una concentración de 
30 mg/mL en  tampón  citrato 5 mM y pH 4,5. A  cada animal  le  fue administrado un 
volumen en  función de su peso, de manera que  la dosis  final para todos  fuera de 60 
Figura 8: Para  la  rotación del enriquecimiento ambiental,  se alternaron  semanalmente  tiras de papel
prensadas (A) y tubos de cartón (B). 


















De manera  adicional,  se  llevó  a  cabo  un  estudio  histopatológico  del  pácreas  tras  la 
eutanasia de los animales para comprobar el efecto de la estreptozotocina sobre este 









de  los  islotes de Langerhans. El tamaño de estos  fue marcadamente menor, con una 
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3.2.4 Procedimiento quirúrgico 
Para estudiar los procesos de cicatrización cutánea se realizó en todos los animales un 
defecto  excisional  circular  de  grosor  total,  con  un  diámetro  de  1,5  cm.  Todos  los 
procedimientos quirúrgicos  fueron  llevados a  cabo en el Centro de Experimentación 
Animal de la Universidad de Alcalá, y se encuentran ilustrados en la Figura 11. 
Previamente  a  la  realización  del  defecto,  los  animales  fueron  anestesiados  con  una 
mezcla  de  ketamina  (Imalgene®  1000, Merial‐Sanofi)  y  xilacina  (Rompún®, Bayer),  a 
una  dosis  de  150  mg/kg  y  2  mg/kg,  respectivamente,  mediante  inyección 




situando el bode  superior aproximadamente 0,5  cm bajo  las escápulas. Para ello,  la 
zona  a  extirpar  fue marcada utilizando un  cilindro metálico  (“punch”) de  1,5  cm de 
diámetro, realizando un movimiento de rotación acompañado de presión. La piel  fue 
retirada  con  la  ayuda de bisturí  y  tijeras quirúrgicas,  siguiendo  la  línea previamente 
marcada. El defecto  realizado afectó a  todas  las  capas de  la piel, así  como al  tejido 
subcutáneo subyacente. 
Una vez realizada la lesión, a los animales pertenecientes a los grupos PCLB, HEP y BEM 
les  fue  administrado  el  hidrogel  correspondiente.  Este  fue  aplicado  sobre  la  herida 
utilizando las jeringuillas previamente cargadas a las que les fue acoplada una boquilla 
de  un  1 mm  de  diámetro,  de manera  que  cubriera  completamente  la  superficie.  El 
volumen de gel aplicado en todos los casos fue de 0,8 mL. 
Con objeto de  impedir una posible caída del hidrogel administrado y/o manipulación 
de  la  herida  por  parte  del  animal,  se  colocaron  en  todos  los  grupos  dispositivos 
cobertores  sobre  los  defectos.  Estos  dispositivos  fueron  diseñados  de manera  que 
supusieran una protección acolchada para  la herida, a  la vez que no  interaccionaran 
con el hidrogel subyacente  (en  los grupos PLCB, HEP y BEM). Para ello, se  fabricaron 
cobertores  rectangulares de 38 mm de  largo por 31 mm de  ancho  compuestos por 
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gasa  de  algodón  unida  a  una  lámina  de  film  de  laboratorio  (Parafilm M®,  Pechiney 
Plastic Packaging) mediante sutura continua de seda (Assusilk 3/0, Assut Europe). Tras 
su esterilización,  los dispositivos  fueron  inmovilizados sobre el dorso de  los animales 
cubriendo  los defectos mediante  seis puntos de  sutura de  seda  (Assusilk 3/0, Assut 
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3.2.5 Sacrificio y recogida de muestras 
Una vez alcanzado el tiempo de estudio correspondiente a cada animal, estos fueron 
anestesiados y se extrajo una muestra sanguínea por punción cardíaca para su empleo 
en  estudios  serológicos.  Tras  ello,  los  animales  fueron  sacrificados  por  dislocación 





3.3 ESTUDIOS MORFOMÉTRICOS 
Durante  toda  la duración del estudio  los  animales  se mantuvieron bajo observación 
para  evaluar  y  constatar  la  evolución  tanto  de  la  patología  diabética  como  de  la 
cicatrización cutánea. 
 
3.3.1 Evolución del peso de los animales 
Desde el comienzo del estudio,  se  llevó a cabo un control del peso de  los animales, 
empleando  una  báscula  de  mesa  (AND  EK‐3000i,  A&D  Instruments).  Se  tomaron 
medidas  de  todos  los  animales  previa  inducción  de  la  diabetes  (en  su  caso),  en  el 
momento  de  la  realización  del  defecto  y  en  el momento  del  sacrificio.  De manera 
adicional,  se  registró  el  peso  de  los  animales  de  los  grupos  de  14d  y  21d  
semanalmente (a 7 días, y 7 y 14 días, respectivamente). 
 
3.3.2 Análisis morfométrico de la evolución del defecto 
Para  evaluar  macroscópicamente  el  proceso  de  cierre  de  la  herida  se  tomaron 
fotografías tras  la realización del defecto y en el momento del sacrificio. Para ello, se 
utilizó  una  cámara  fotográfica  digital  compacta  (COOLPIX  S6,  Nikon)  anclada  a  un 





Las  fotografías  fueron  procesadas  utilizando  software  de  tratamiento  de  imágenes 
(ImageJ, U.S. National  Institutes of Health), midiéndose el área  inicial de  la  lesión, así 
como  el  área  del  defecto  sin  cerrar  y  el  área  de  contracción  de  la  herida  en  el 










Figura  12: Análisis morfométrico de  la  zona del defecto. A partir de  fotografías digitales  tomadas  al
realizar  el  defecto  y  tras  el  sacrificio  de  los  animales,  se  realizaron medidas mediante  software  de
tratamiento  de  imagen  de  las  áreas  iniciales,  no  contraídas  y  abiertas  de  cada  individuo.  Con  estos
valores,  se  calcularon  las  áreas  cubiertas por  los procesos de epitelización  (área no  contraída – área
abierta) y contracción (área inicial – área no contraída), así como su contribución relativa al cierre de la
herida, expresándolo como porcentaje sobre el área inicial del defecto. 
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3.4 ESTUDIOS HISTOLÓGICOS 
3.4.1 Procedimientos histológicos y tinciones 
Fijación, inclusión en parafina y corte de las muestras 
Inmediatamente  después  de  su  obtención,  las  muestras  destinadas  a  microscopía 


















moldes,  orientando  el  plano  sagital  (mediano)  de  la muestra  hacia  la  superficie  de 
corte.  Se  obtuvieron  secciones  de  5  μm  de  espesor  utilizando  un  microtomo  de 




decrecientes:  etanol  100%  (10 minutos),  etanol  96%  (10 minutos),  etanol  70%  (10 
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Esta  tinción  permite  la  observación  clara  de  los  mastocitos,  cuyos  gránulos 
citoplasmáticos  adquieren  un  color  púrpura/morado  (tinción  metacromática), 
destacando sobre la coloración de fondo azul (tinción ortocromática). 
 

















ellos  para  cada  tiempo  de  estudio.  Asimismo,  se  realizaron  montajes  fotográficos 









3.4.3 Análisis micromorfométrico del tejido cicatrizal 
La formación de nuevo tejido durante la cicatrización fue analizada microscópicamente 
sobre  las  preparaciones  histológicas  empleando  el  software  Zeiss  AxioVision.  Se 
realizaron medidas en distintos puntos de  los grosores de  la epidermis y  la dermis de 
los bordes del defecto (cuatro medidas por sección), así como del tejido de granulación 
y  la neoepidermis  (tres medidas por  sección), obteniéndose  los valores medios para 
cada animal. Los resultados se expresaron como  la  fracción de  los grosores de tejido 
neoformado  entre  tejido  marginal  (neodermis/dermis  y  neoepidermis/epidermis, 
respectivamente). 
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3.5.1 Protocolos inmunohistológicos 
Las muestras destinadas a estudios inmunohistológicos fueron procesadas como se ha 
descrito  previamente.  Tras  su  corte,  desparafinado  y  rehidratación,  las  secciones 
fueron sometidas a distintos protocolos, descritos a continuación. En todos  los casos, 
se  utilizaron  secciones  del  mismo  tejido  como  control  negativo,  en  las  cuales  la 
incubación  con  anticuerpo  primario  fue  sustituida  por  incubación  en  solución  de 
bloqueo. 





‐ Bloqueo  de  zonas  de  unión  inespecífica;  incubación  durante  45  minutos  a 
temperatura ambiente en solución de bloqueo: 10% FBS  (suero  fetal bovino), 
1% BSA (albúmina de suero bovino), 0,05% Tween® 20 en PBS. 





























‐ Bloqueo  de  zonas  de  unión  inespecífica;  incubación  durante  45  minutos  a 
temperatura ambiente en solución de bloqueo: 10% FBS  (suero  fetal bovino), 
1% BSA (albúmina de suero bovino), 0,05% Tween® 20 en PBS. 
‐ Incubación  con  mezcla  de  anticuerpos  primarios  durante  2  horas  a  37  °C. 
Dilución según anticuerpo (Tabla 2) en solución de bloqueo. 
‐ Lavado en PBS, un pase rápido más tres pases de 5 minutos. 
‐ Incubación  con  mezcla  de  anticuerpos  secundarios  unidos  a  fluoróforos 
durante  1  hora  y  30 minutos  a  37  °C  (oscuridad). Dilución  según  anticuerpo 
(Tabla 3) en PBS‐Tween® 20 al 0,05%. 
‐ Lavado en PBS, un pase rápido más tres pases de 5 minutos. 
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‐ Contrastado  de  los  núcleos  con DAPI  (Merck Millipore)  durante  5 minutos  a 
temperatura ambiente (oscuridad). Concentración de 1 μg/mL en PBS. 
‐ Lavado en PBS, dos pases de 5 minutos. 






3.5.2 Anticuerpos empleados 
Para  la  realización  de  las  técnicas  inmunohistológicas  se  emplearon  los  anticuerpos 
descritos en las Tabla 2 yTabla 3. 
 
Antígeno  Especificidad  Especie  Clon  Dilución  Proveedor 
αSMA  Miofibroblastos, células musculares lisas  Ratón  1A4  1/400  Sigma 
CD68  Macrófagos, monocitos  Ratón  ED1  1/200  AbDSerotec
CD206  Macrófagos M2, diversas células cutáneas  Conejo  Policlonal 1/200  Abcam 
Tabla 2: Anticuerpos primarios empleados. 
 
Antígeno  Conjugación  Especie  Clon  Dilución  Proveedor 
IgG (ratón)  Biotina  Cabra  Policlonal 1/300  Sigma 
IgG (conejo)  Biotina  Ratón  RG‐96  1/1000  Sigma 
IgG (ratón)  Rhodamine Red™‐X  Burro  Policlonal 1/300  Jackson IR 




3.5.3 Evaluación y análisis de las muestras 
Las muestras sometidas a la inmunodetección de αSMA fueron empleadas para llevar a 
cabo dos análisis. En primer  lugar, se valoró  la respuesta miofibroblástica en el tejido 
de  granulación,  valorando  la presencia  y densidad de este  tipo  celular,  así  como  su 




inmunohistoquímica  de  CD68,  así  como  realizando  una  inmunofluorescencia  doble 
contra CD68 y CD206. Las muestras fueron evaluadas teniendo en cuenta la presencia, 
cantidad  y  distribución  de  los  macrófagos  en  el  tejido  de  granulación.  Para  su 
cuantificación  y  la  de  sus  subpoblaciones,  se  realizaron  recuentos  en  cinco  campos 





3.6 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 
3.6.1 Extracción de RNA 
Inmediatamente  después  de  su  obtención,  las muestras  cutáneas  destinadas  a  los 
estudios  de  expresión  génica  fueron  congeladas  y  mantenidas  a  ‐80  °C  hasta  el 
momento de  su utilización. Para  la  extracción de RNA  se emplearon  fragmentos de 
aproximadamente 0,04 cm3 en forma de sectores circulares. 




(Invitrogen‐Life  Technologies).  El  tejido  se  homogeneizó  con  ayuda  de  un  émbolo 
estéril,  y  fue  posteriormente  centrifugado  (12000  g,  4  °C,  10 min),  descartando  el 
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precipitado.  El  sobrenadante  fue  transferido  a  un  nuevo  tubo,  manteniéndose  a 
temperatura ambiente durante 5 minutos para permitir la completa disociación de los 
complejos  nucleoproteicos.  Transcurrido  este  tiempo,  se  añadieron  200  μL  de 
cloroformo y se mezcló por agitación durante 5 minutos, obteniéndose una emulsión 
de color rosa  intenso,  la cual fue centrifugada (14000 g, 4 °C, 15 min), provocando  la 












La  cuantificación  de  la  concentración  de  RNA  en  las  muestras  se  llevó  a  cabo 
empleando un espectrofotómetro NanoDrop ND‐1000 (Thermo Scientific). Tras realizar 
un espectro de absorbancia, se calculó la cantidad de RNA en cada muestra a partir de 




3.6.2 Transcripción inversa 
El cDNA fue sintetizado a partir de 300 ng de RNA total mediante transcripción inversa. 
Para  ello,  se mezclaron  6  μL  de  RNA  (50  ng/μL)  de  cada muestra  con  6  μL  de  una 
solución de oligo‐dT(15) 0,25 μg/μL (Invitrogen‐Life Technolgies) y se incubaron a 65 °C 
durante  10 minutos  en  un  baño  seco  (AccuBlock™,  Labnet  International  Inc.).  Tras 
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RNA  total,  se  realizó en paralelo una  transcripción  inversa negativa, en  la que  la M‐
MLV RT fue sustituida por agua. 
 
3.6.3 Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (qPCR) 
Mediante qPCR, se cuantificó  la cantidad de cDNA en cada muestra de  los siguientes 
genes de  interés:  TNF‐α,  IFN‐γ,  IL‐6,  IL‐10,  FGF2, VEGF‐A,  TGF‐β1, Col‐I  y Col‐III.  Los 
resultados  fueron  normalizados  usando  el  gen  de  expresión  constitutiva  de  la 
gliceraldehído 3‐fosfato deshidrogenasa (GAPDH). 
Se diseñaron de novo cebadores o primers específicos para todos los genes estudiados 
utilizando  las  aplicaciones  en  línea  Primer‐BLAST  (Ye  y  cols.,  2012)  y  AutoDimer 
(Vallone y Butler, 2004). Se seleccionaron aquellos pares de primers que presentaron 
unas mejores características en cuanto a temperaturas de anillamiento, porcentaje de 
GC,  tamaño  del  amplicón,  presencia  intrones  y/o  uniones  exón‐exón,  ausencia  de 
motivos  de  secuencia  conflictivos  y  baja  probabilidad  teórica  de  dimerización  y/o 
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formación de horquillas, así como ausencia de productos potenciales de amplificación 
no específicos.  Las  secuencias de  los  cebadores utilizados pueden encontrarse en  la 
Tabla 4. 
 














































Technologies),  empleando  el método  de  curva  estándar  relativa.  Para  ello,  5  μL  de 
cada muestra, previamente diluida 1/20 en agua libre de nucleasas, se mezclaron con 
10 μL de  iQ™ SYBR® Green Supermix  (Bio‐Rad Laboratories), 1 μL de cebador directo 
(forward primer),  1  μL de  cebador  reverso  (reverse primer)  y  3  μL de  agua  libre de 
DNasas  y  RNasas  en  una  placa  de  96  pocillos MicroAmp®  (Applied  Biosystems‐Life 













en  una  curva  estándar  confeccionada  con  diluciones  seriadas  de  una mezcla  de  las 











116                         MATERIAL Y MÉTODOS 
 
3.7 ESTUDIOS SEROLÓGICOS 
3.7.1 Obtención de suero sanguíneo 
Inmediatamente  después  de  su  extracción,  las  muestras  sanguíneas  fueron 
transferidas  a  tubos  de  centrífuga  cónicos,  y  se  centrifugaron  a  1500  g  durante  15 
minutos.  Tras  ello,  la  fase  líquida  superior,  correspondiente  al  suero  sanguíneo,  fue 











3.8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los  datos  obtenidos  fueron  analizados  empleando  el  programa  Prism  5  (GraphPad 
Software). El  test utilizado  fue el ANOVA,  seguido del post‐test para  comparaciones 
múltiples  de  Tukey‐Kramer.  En  el  caso  de  los  análisis  estadísticos  que  solamente 
comprendieran dos grupos de estudio se aplicó el test‐t de Student. En aquellas series 
de  datos  que  no  se  ajustaran  a  una  distribución  gaussiana,  se  realizó  una 
transformación  logarítmica  para  su  normalización.  Los  datos  se  expresaron  como 

























4.1 RESULTADOS MACROSCÓPICOS 
De los 150 animales empleados, 30 fueron excluidos del estudio debido a las siguientes 
razones: muerte durante  la  inducción de anestesia  (10 animales), muerte previa a  la 
finalización del tiempo de estudio (7 animales), muerte o sacrificio por severidad de la 
diabetes  (10  animales),  autolesión  en  zona  del  defecto  (2  animales)  y  ausencia  de 
hiperglucemia tras la inducción de diabetes experimental (1 animal). 
 
4.1.1 Evolución del peso de los animales 
El aumento de peso producido durante el periodo comprendido entre la inducción de 
la diabetes y la realización del defecto fue menor en los grupos de ratas diabéticas en 
comparación  con  los  animales  sanos.  Durante  este  tiempo,  las  ratas  no  diabéticas 
aumentaron  su  peso  con  respecto  al  inicial  en  un  21,2%  ±  1,15%, mientras  que  las 
ratas diabéticas mostraron un incremento del 2,4% ± 0,95%. 
A  los 3 días de realizarse el defecto excisional,  los cinco grupos de estudio mostraron 
una pérdida de peso  importante,  siendo esta disminución más  severa en el caso del 
grupo CTRL‐D. Esta pérdida  inicial  fue  remontada al cabo de una semana de manera 
similar en todos los grupos. Sin embargo, a partir de este punto, se observó un cambio 
de  tendencia  en  los  grupos  CTRL‐D  y  PLCB,  en  los  cuales  los  pesos  observados  a 
tiempos  de  estudio  largos  dejaron  de  aumentar,  llegando  incluso  a  mostrar  un 













4.1.2 Análisis morfométrico del defecto 
Durante  la  realización  del  defecto,  la  excisión  del  área  circular  de  diámetro  1,5  cm 
formó defectos de áreas sensiblemente mayores que  la  teórica  (176,7 mm2), con un 
tamaño medio de 211,2 mm2 (SD = 19,1). 
La evolución del área del defecto a  lo  largo del tiempo mostró una distensión a de  la 
herida a día 3,  la cual  fue menor en  los grupos HEP y CTRL‐S. La  reducción del área 
abierta  ocurrió  de manera más  rápida  en  el  grupo  CTRL‐S,  mostrando  diferencias 
estadísticamente significativas en su valor medio a 7 días (143,8 mm2) frente a CTRL‐D 
(202,0 mm2,  p≤0,05)  y  PLCB  (212,3 mm2,  p≤0,01).  En  este  tiempo  de  estudio,  los 








122                     RESULTADOS 
 
A tiempos cortos (3 días), las heridas mostraron una ligera distensión con respecto a su 







Una  semana después de  la  realización del defecto,  los animales  sanos mostraron un 
cierre medio del 27,7%  sobre el  total, mayor que  los de  los grupos diabéticos. Pudo 
observarse en todos  los grupos una  leve epitelización, aunque a efectos del cierre su 
contribución  fue proporcionalmente mucho menor que el  fenómeno de contracción, 
con valores medios en  todos  los grupos  inferiores al 6% del área  inicial cubierta por 
este proceso (Figura 16). 
A  los  14  días  de  la  intervención,  el  grupo  sano  continuó mostrando  un  estado más 
avanzado de cicatrización, aunque las diferencias en el tamaño de la herida frente a los 
demás  grupos  fueron  menores  (CTRL‐S:  88,7%;  CTRL‐D:  77,9%;  PLCB:  75,5%;  HEP: 
81,2%; BEM: 80,9%). En las ratas diabéticas, hubo una contracción similar en los cuatro 
grupos, entre un 69‐71%. Sin embargo, HEP y BEM mostraron una mayor epitelización 
(11,7%  y  11,1%)  que  CTRL‐D  y  PLCB  (8,5%  y  3,6%),  aunque  estas  diferencias  no 
Figura  15:  Análisis morfométrico
a  día  3.  Panel  superior)
Fotografías mostrando el aspecto
de  los defectos en  los  grupos de
estudio,  tomadas en el momento
del  sacrificio  (barra:  1  cm).
Izquierda) Representación gráfica
del  cierre  de  los  defectos,
expresado  como  porcentaje  del
área  inicial cubierta mediante  los




alcanzaron  la significatividad estadística. Morfológicamente,  las heridas de  los grupos 









a  día  7.  Panel  superior)
Fotografías mostrando el aspecto
de  los defectos en  los  grupos de
estudio,  tomadas en el momento
del  sacrificio  (barra:  1  cm).
Izquierda) Representación gráfica
del  cierre  de  los  defectos,
expresado  como  porcentaje  del
área  inicial cubierta mediante  los
procesos  de  contracción  y
epitelización. 
Figura  17:  Análisis morfométrico
a  día  14.  Panel  superior)
Fotografías mostrando el aspecto
de  los defectos en  los  grupos de
estudio,  tomadas en el momento
del  sacrificio  (barra:  1  cm).
Izquierda) Representación gráfica
del  cierre  de  los  defectos,
expresado  como  porcentaje  del
área  inicial cubierta mediante  los
procesos  de  contracción  y
epitelización. 
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Al final del estudio (21 días), el área abierta del defecto fue similar en todos los grupos, 
con valores medios entre 4‐8%. En  todos  los casos,  la contribución de  la contracción 









4.2 ESTUDIOS HISTOLÓGICOS 
4.2.1 Valoración histológica 
Estudios a 3 días 
A nivel histológico, el primer tiempo de estudio se caracterizó por la activación de los 




a  día  21.  Panel  superior)
Fotografías mostrando el aspecto
de  los defectos en  los  grupos de
estudio,  tomadas en el momento
del  sacrificio  (barra:  1  cm).
Izquierda) Representación gráfica
del  cierre  de  los  defectos,
expresado  como  porcentaje  del
área  inicial cubierta mediante  los




En  los  extremos  del  defecto  de  los  animales  sanos,  se  observó  una  activación 
inflamatoria de  la zona  inferior de  la dermis y el tejido subcutáneo. El epitelio de  los 




hacia  el  centro  de  la  herida,  así  como  comenzaba  a  depositarse  nueva  matriz 
provisional,  convergiendo  con  el  borde  epitelial  y  completando  un  “sellado”  de  los 
extremos  de  la  herida  (Figura  19A).  La  matriz  de  nueva  formación  mostró 
mayoritariamente  una  composición  no  colágena,  aunque  se  observó  un  inicio  de 
colagenización del nuevo tejido en las zonas más inmediatas a los bordes de la herida 
(Figura 19B). Los animales del grupo CTRL‐D mostraron una mayor inflamación tisular 
que  los  sanos,  así  como  un  sellado  de  los  bordes  retrasado  en  el  tiempo,  con  un 
epitelio más fino, menos matriz neoformada y una presencia de colágeno más baja que 










Las  zonas  centrales  de  los  defectos  en  el  grupo  CTRL‐S mostraron  una  importante 
inflamación  tisular,  y el  tejido más  superficial adoptó un  aspecto  seco,  visiblemente 
deteriorado  y  cubierto  en  la  superficie  por  exudado  inflamatorio  (Figura  21A).  La 
inspección  a  grandes  aumentos  permitió  constatar  la  presencia  mayoritaria  de 
leucocitos  polimorfonucleares  en  el  componente  inflamatorio,  especialmente  en  el 
superficial. El tejido expuesto en el centro de  la herida del grupo CTRL‐D mostró una 
mayor presencia de células  inflamatorias y un tejido más desorganizado (Figura 21B). 
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En los tres grupos tratados con hidrogel (PLCB, HEP y BEM), la zona central de la herida 
mostró  un  aspecto  menos  reseco,  y  con  una  elevada  respuesta  inflamatoria, 















Figura 20: Bordes del defecto a 3 días  (II). A) Cuña epitelial en grupo   BEM  (TM). B) Cuña epitelial en
grupo HEP (TM). C) Lengua epitelial en grupo BEM y detalle de células inflamatorias bajo el epitelio en
migración. (HE). D) Presencia de colágeno en grupo BEM (RS). E) Aspecto del borde en grupo HEP (TM).
F) Presencia de colágeno en grupo HEP  (RS). Se muestra el  límite de  la dermis  intacta  (De) con  líneas
discontinuas. Barras: 200 μm. 













grupos diabéticos presentaron una mayor  respuesta  inflamatoria que  los animales sanos  (PLCB, BEM:
HE; CTRL‐S, CTRL‐D, HEP: TM). 
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Estudios a 7 días 
Una  semana  después  de  la  realización  del  defecto,  el  tejido mostró  características 
típicas  de  las  fases  inflamatoria  y  proliferativa  de  la  reparación  cutánea.  En  este 
tiempo,  pudo  observarse  la  formación  de  tejido  de  granulación,  acompañado  de 
angiogénesis  y  síntesis  de  nuevo  colágeno,  así  como  un  avance  de  los  bordes 
epiteliales.  El  número  de  células  inflamatorias  en  todo  el  tejido  continuó  siendo 





procedencia  parecía  ser  el  tejido  subyacente  previamente  expuesto.  Las  células 
fibroblastoides del  tejido mostraron una  tendencia a alinearse  sobre el eje que une 
ambos  extremos.  La  superficie  del  tejido  se  encontraba  cubierta  por  exudado 
inflamatorio, mientras que en  las  zonas profundas  se pudo observar  la presencia de 
zonas  edematosas  y  áreas  en  las que  las  fibras musculares  adyacentes  tomaban un 
aspecto de aparente reorganización (Figura 23A). Se observó la formación de una gran 
cantidad  de  vasos  sanguíneos  (Figura  23B)  irradiando  desde  la  vasculatura  de  esta 
zona hacia  la  superficie del defecto perpendicularmente, así  como de  forma oblicua 
desde  la  zona  bajo  los  bordes  de  la  piel  no  dañada  en  los  extremos  del  defecto. 
Infiltradas  entre  el  tejido,  aún  se  pudo  ver  una  importante  presencia  de  células 
inflamatorias,  confiriendo  al  tejido  un  aspecto  altamente  celular  característico.  De 
manera  general,  la  presencia  de  neutrófilos  fue menor,  exceptuando  las  zonas  de 
respuesta aguda a cuerpo extraño. La tinción de las muestras con rojo sirio mostró un 
aumento  de  la  presencia  de  colágeno  en  el  nuevo  tejido  con  respecto  al  tiempo 
anterior,  especialmente  en  las  zonas  más  maduras  (Figura  23C).  Asimismo,  la 







peor  calidad  en  el  proceso  de  cicatrización,  con  un  comportamiento  mucho  más 
irregular  que  el  control  sano.  El  tejido  de  granulación  formado mostró  una  fuerte 
presencia de  componente  inflamatorio, mayor que  la observada en el  grupo CTRL‐S 
(Figura 24A, B). El grosor de este tejido fue menor, con aspecto poco organizado y una 
presencia de colágeno de nueva síntesis más reducida, especialmente en las zonas de 
inflamación  más  intensa  (Figura  24C).  La  angiogénesis  en  este  grupo  no  mostró 
diferencias en el número de vasos ni en su disposición, pero se apreciaron deficiencias 
en  el  proceso  de  epitelización,  el  cual  mostró  un  patrón  de  avance  alterado, 
concurrente  con  la  insuficiente  granulación,  y  un  menor  grosor  de  los  frentes  de 
migración (Figura 24D). 
El  tratamiento  con  hidrogel  sin  funcionalizar  no  mejoró  la  reparación  epitelial  en 
cuanto a su grosor, aunque sí mostró mejorías en la calidad del tejido de granulación. 
En  las muestras  de  los  grupos  PLCB,  HEP  y  BEM  fue  frecuente  observar  restos  de 
hidrogel  rodeados  e  infiltrados  de  células  inflamatorias  (neutrófilos,  macrófagos  y 
células gigantes de cuerpo extraño) en proceso de degradación dentro del  tejido de 
granulación  (Figura  24E,  F).  El  grupo  PLCB  resultó más  homogéneo, mostrando  un 
incremento  en  el  grosor  y  colagenización  del  nuevo  tejido  frente  a  los  controles 
diabéticos  (Figura  25A).  Los  animales  del  grupo  HEP  mostraron  un  tejido  de 
granulación  de  aspecto  homogéneo  y  organizado,  con  una  presencia  de  células 
inflamatorias  menos  intensa  que  el  grupo  CTRL‐D  (Figura  25B).  No  se  vieron 
diferencias en la vascularización, aunque el depósito de colágeno observado fue mayor 
que en el control diabético (Figura 25C). Asimismo, se pudo observar un avance en el 
proceso de epitelización,  tanto en  longitud como en grosor de  la  lengua epidérmica, 
comenzando su migración sobre el tejido neoformado  (Figura 25D). Esta mejoría  fue 
también  reconocida en  los  animales  tratados  con hidrogeles BEM, presentando una 
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De manera general, en este tiempo de estudio  los animales diabéticos mostraron un 






grupo  CTRL‐S  y  detalle  nuevos  vasos  (TM).  B)  Vasos  neoformados  en  grupo  CTRL‐S  y  detalle  de
neutrófilos en su  interior (HE). C) Colagenización en grupo CTRL‐S (RS). D) Borde del defecto en grupo








PLCB  (HE).  F)  Fragmento  de  hidrogel  BEM  (*)  con  infiltración  celular  (flechas)  y  detalle  del  borde  e
infiltrado  (HE).  Líneas  discontinuas:  límite  de  la  dermis  intacta  (De).  Líneas  de  puntos:  límite  de  la
neoepidermis (NE). Barras: 200 μm. 
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Figura  26:  Imágenes  panorámicas  a  7  días.  Los  animales  del  grupo  CTRL‐D mostraron  retraso  en  la
cicatrización con respecto a  los animales sanos. El tratamiento con hidrogeles cargados con heparinas
mejoró este  comportamiento, observándose un  tejido más homogéneo y desarrollado, así  como una
epitelización de mejor calidad (CTRL‐S, CTRL‐D, PCLB: HE; HEP, BEM: TM). 
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Estudios a 14 días 
Este  tiempo  de  estudio  se  caracterizó  por  una  importante  aproximación  de  bordes 
debida  a  la  contracción  de  la  herida,  así  como  por  un  descenso  paulatino  de  la 
inflamación tisular y el comienzo de la maduración del tejido. 
El  grupo  de  estudio  CTRL‐S mostró  evidentes  características  de  contracción  tisular. 
Pudo  observarse  una  clara  aproximación  de  los  bordes  del  defecto,  los  cuales 
adoptaron un perfil inclinado, de manera que las zonas superiores (epidermis y dermis) 
se encontraban más cerca del centro de la herida, mientras que los panículos inferiores 
aparecían  más  alejados.  El  tejido  de  granulación  se  vio  más  homogéneo  que  en 
tiempos anteriores, habiéndose fusionado las zonas de origen marginal y central. Pudo 









encontró  un  tejido  conjuntivo  más  laxo.  Este  tejido  presentó  una  vascularización 
reticular, a partir de la cual se originaban los vasos que discurrían hacia la superficie a 
través  del  tejido  de  granulación.  Aunque  la  cantidad  de  vasos  sanguíneos  continuó 
siendo  elevada,  el  calibre  de  los mismos  fue menor  que  en  el  tiempo  de  estudio 
anterior.  La  presencia  de  colágeno  fue  muy  superior  a  la  observada  en  tiempos 
anteriores, mostrando  asimismo  un  aspecto  compacto  y  organizado  de  los  nuevos 
haces. La epitelización del defecto continuó su avance, aunque pudo observarse una 
menor  contribución  proporcional  al  cierre  del  defecto  que  la  realizada  por  la 
contracción  tisular.  El  nuevo  epitelio  presentó  un  buen  grosor,  con  una  adecuada 
estratificación  (Figura  27C).  En  este  tiempo  fue  frecuente  observar,  en  todos  los 









(flechas) en grupo CTRL‐D y detalle delos mismos (HE). Líneas discontinuas:  límite de  la dermis  intacta
(De). NE: neoepidermis. Barras: 200 μm. 
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gigantes de cuerpo extraño por  todo el  tejido. En este grupo  también se observaron 
macrófagos  cargados  con  hemosiderina,  especialmente  en  la  zona media  del  nuevo 
tejido  (Figura 27F). Pudo verse una menor aproximación de  los bordes, así como un 





de  células  inflamatorias  fue mayor  (Figura  28A).  El  proceso  de  epitelización mostró 
asimismo  diferencias,  con  un  grosor  reducido  y  una  peor  estratificación  de  la 
neoepidermis  (Figura  28B).  Aunque  los  animales  del  grupo  PLCB mostraron  ligeras 
diferencias,  la respuesta observada fue similar al grupo CTRL‐D. El tejido neoformado 
presentó  un  grosor  ligeramente  mayor,  y  pudo  observarse  un  incremento  en  la 
presencia de colágeno (Figura 28C). Sin embargo, la inflamación tisular y el estado de 
la vasculatura no mostraron diferencias  con el grupo  control diabético  (Figura 28D). 
Tampoco se pudieron constatar cambios en cuanto a la aproximación de bordes ni a la 
reepitelización,  observándose  en  este  grupo  una  respuesta  heterogénea  en  estos 
procesos.  Por  el  contrario,  los  animales  de  los  grupos  HEP  y  BEM  mejoraron  la 
respuesta observada en CTRL‐D en cuanto a la epitelización. Ambos grupos mostraron 
una  neoepidermis  gruesa  y  correctamente  estratificada,  avanzando  sobre  el  nuevo 
tejido (Figura 29A, C). En el grupo HEP, el tejido neoformado presentó una inflamación 




respuesta  inflamatoria más moderada que CTRL‐D  y PLCB,  aunque mayor que  la de 
HEP  (Figura  29F). Del mismo modo,  la  presencia  de  colágeno  en  el  grupo  BEM  fue 
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y  detalle  de  la  vasculatura  e  infiltración  inflamatoria  (TM).  Líneas  discontinuas:  límite  de  la  dermis
intacta (De). NE: neoepidermis. Barras: 200 μm.
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Estudios a 21 días 
En las muestras a 21 días se observó una continuación de la contracción tisular y de la 
epitelización. El  tejido de granulación mostró una  tendencia hacia  la  reducción de  la 
celularidad y la maduración de la neomatriz. 
Los  animales  del  grupo  CTRL‐S  presentaron  una  gran  aproximación  de  bordes, 
provocada por la continuación del proceso de contracción. La morfología inclinada de 
los  extremos  observada  en  tiempos  anteriores  se  acentuó,  originando  un  tejido 




fibroblastoides  presentes  en  la  matriz  (Figura  31A).  Estos  fenómenos  fueron 
particularmente evidentes en  las zonas cercanas a  los bordes, donde el nuevo  tejido 
mostró  un  aspecto más maduro.  En  algunos  casos  pudieron  observarse  pequeños 
focos  inflamatorios debidos a  la presencia de algún cuerpo extraño. La presencia de 
colágeno  en  la  nueva  matriz  fue  abundante  por  todo  el  tejido  neoformado, 
presentando un aspecto denso y ordenado (Figura 31B, C), y los vasos sanguíneos del 
tejido  mostraron  un  menor  número  y  tamaño  que  en  los  tiempos  de  estudio 
anteriores. El nuevo epitelio  formado presentó un buen grosor, y siguió un  ritmo de 





De manera  general,  este  grupo mostró  una mayor  inflamación  tisular  y  un  elevado 
número de vasos con una disposición poco homogénea y un tamaño mayor que en el 
grupo  CTRL‐S.  Fue  frecuente  observar  en  el  tejido  neoformado  capas  de  diferente 
aspecto y constitución, alternando zonas con matriz alineada e inflamación moderada 





resto  de  los  grupos  de  estudio  (Figura  32B).  Se  observó  una mayor  tendencia  una 
respuesta  inflamatoria  a  cuerpo  extraño  desmedida.  La  presencia  de  colágeno  fue 
asimismo  heterogénea,  con  una  acumulación  reducida  asociada  a  las  zonas  de 
inflamación más elevada  (Figura 32C), y  siendo en general menor y peor organizada 
que  en  el  grupo  CTRL‐S.  El  avance  epitelial  no mostró  diferencias  notables  con  el 
control sano, aunque el grosor del nuevo epitelio  fue claramente menor en el grupo 
CTRL‐D. 
Las  muestras  de  los  animales  del  grupo  PLCB  mostraron  un  grosor  del  tejido 
neoformado similar al del grupo CTRL‐D. Este grupo mostró resultados heterogéneos, 
aunque  por  término medio  la  inflamación  tisular  resultó menor  y  la  colagenización 
mostró una mejoría con respecto a  la observada en el grupo CTRL‐D  (Figura 32D). El 
tejido  cicatrizal  de  este  grupo  se  presentó más  organizado,  aunque  pudieron  verse 
frecuentemente  zonas  más  inflamadas  alternadas  con  otras  de  menor  celularidad 
(Figura 32E, F). En cuanto a la epitelización, PLCB no mostró diferencias en el avance ni 




La epitelización presentó un avance  irregular, aunque  la morfología y el espesor de  la 
neoepidermis fueron buenos (Figura 33C). Dentro de los animales diabéticos, el grupo 
en el que se observó un mejor comportamiento fue BEM. El tejido neoformado mostró 
una  reducida celularidad, con  inflamación  tisular moderada  (Figura 33D), excepto en 
las  zonas más  superficiales  sin  epitelizar  o  junto  a  cuerpos  extraños.  La  vasculatura 
presentó  un menor  calibre  y  número  de  los  vasos,  y  pudo  observarse  una  elevada 
presencia y densidad de colágeno de nueva síntesis  (Figura 33E). En  la superficie, se 
observó una neoepidermis gruesa y bien estratificada (Figura 33F). 
En  términos generales, en este  tiempo de estudio  las muestras  sanas mostraron un 
perfil más maduro que las diabéticas. En el caso de CTRL‐D, los animales sufrieron una 
inflamación mucho más elevada, asociada a una deficiencia en la formación de nuevo 
tejido. Aunque  la aplicación de hidrogeles PLCB  logró mejorar este resultado,  fueron 
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grupo CTRL‐D  (RS). D) Colagenización  en  grupo PLCB  (RS).  E)  Tejido  cicatrizal  en  grupo PLCB  (HE).  F)
Aspecto de la zona del defecto en grupo PLCB (TM). Líneas discontinuas: límite de la dermis intacta (De).
Barras: 200 μm. 


















148                     RESULTADOS 
 
4.2.2 Análisis micromorfométricos del tejido cicatrizal 
El  análisis  de  la muestras  de  3  días  no  resultó  viable,  debido  a  la  ausencia  en  este 
tiempo de estudio de un tejido de granulación adecuadamente establecido y al estadio 
excesivamente temprano en el que se encontraba la migración epitelial. 
En  el  resto  de  tiempos  de  estudio  se  observaron  diferencias  entre  los  grupos  en  el 
grosor de los frentes de epitelización. El grupo CTRL‐S mostró en todos los tiempos un 
grosor medio  superior  a  los  observados  en  CTRL‐D  y  PLCB.  Los  grupos  HEP  y  BEM 
presentaron  una  epitelización  más  gruesa  que  los  otros  grupos  diabéticos, 
especialmente a 14 días donde alcanzaron valores comparables al control sano. En el 
último tiempo de estudio (21 días),  las diferencias entre  los grupos diabéticos fueron 
menores, presentando BEM el mayor  grosor neoepitelial  (p≤0,05  vs CTRL‐D)  (Figura 
35). 
Con respecto al análisis del tejido neoformado en la zona del defecto, todos los grupos 
mostraron  un  grosor  similar  a  día  7.  Aunque  el  grupo  BEM  presentó  un  aumento 












Figura  35:  Análisis  micromorfométrico  de  la
epitelización a 7, 14 y 21 días. Los resultados están
expresados  como  grosor  de  la  neoepidermis
normalizado  frente  a  la  epidermis  no  dañada.  El
grupo  control  sano  mostró  un  mayor  grosor
neoepidérmo.  Los  animales  tratados  con




Figura  36:  Análisis micromorfométrico  del  tejido
neoformado a 7, 14 y 21 días. Los resultados están
expresados  como  grosor  del  tejido  normalizado
frente  a  la  dermis  sin  dañar.  Aunque  a  tiempos
cortos  los  grosores  relativos  fueron  similares  en
todos  los  grupos,  a  día  21  se  observó  una  clara
deficiencia  en  el  grosor  de  la  granulación  en  los
grupos  diabéticos  sin  tratamiento  y  placebo,
mientras  que  los  grupos  HEP  y  BEM  mostraron
unas dimensiones del nuevo tejido similar al grupo
control sano. 
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4.2.3 Valoración de la respuesta mastocitaria 
En  los  tiempos  cortos,  los mastocitos  aumentaron  su  presencia  en  los  bordes  de  la 
herida, especialmente en las zonas alrededor de los panículos carnoso y adiposo y bajo 
el epitelio. También se observó un incremento de su número en la zona inflamada de 
tejido expuesto, así como  infiltrándose en  los  tejidos muscular y adiposo subyacente 
(Figura 37A). En las muestras de 7 días, pudo verse un gran número de mastocitos de 
pequeño  tamaño bajo  las  zonas epiteliales  (Figura 37B),  cuya presencia  se mantuvo 
durante  los  siguientes  tiempos  de  estudio,  acompañando  el  avance  de  la  nueva 
epidermis (Figura 37C). En el tejido neoformado su presencia fue baja, observándose 
una  lenta  colonización  a  partir  de  los  extremos  de  la  herida  y  el  tejido  subyacente 
(Figura  37D,  E).  Aunque  su  cantidad  fue  aumentando  a  lo  largo  de  los  tiempos  de 
estudio,  en  todos  los  casos  mostraron  un  menor  número  que  en  los  tejidos  no 
dañados. Frecuentemente se observó a 14 y 21 días una colocalización de mastocitos y 
macrófagos  cargados  con  hemosiderina  en  las  zonas  profundas  y medias  del  tejido 
neoformado (Figura 37F). 
Los  grupos  de  estudio  presentaron  perfiles  similares  de  presencia  mastocitaria, 
exceptuando  el  grupo  CTRL‐D.  En  este  grupo  pudo  observarse  una  cantidad 
ligeramente  menor  de  mastocitos  en  los  bordes  de  la  herida,  así  como  una 
colonización del tejido de granulación sensiblemente disminuida. Por el contrario,  los 
grupos HEP  y BEM mostraron unos niveles  similares al grupo CTRL‐S en  cuanto a  la 












tinción  con  azul  de  toluidina. A) Mastocitos  infiltrándose  entre  las  fibras  del músculo  expuesto  (3d,
CTRL‐S). B) Borde epitelial y detalle de mastocitos bajo él (7d, PLCB). C) Presencia de mastocitos bajo el
epitelio del borde del defecto (14d, BEM). D) Mastocitos migrando en el tejido de granulación y detalle
de  los mismos, observándose degranulación  (7d, HEP). E) Colonización del  tejido de granulación en el
grupo CTRL‐D (7d). F) Mastocitos asociados a macrófagos cargados de hemosiderina en  la capa media
del tejido de granulación y detalle de ambos tipos celulares (21d, PLCB). Barras: 200 μm. 




3d  7d  14d  21d 
CTRL‐S  ++  +++  ++  +++ 
CTRL‐D  ++  ++  +  ++ 
PLCB  ++  ++  ++  +++ 
HEP  +++  +++  +++  +++ 






3d*  7d  14d  21d 
CTRL‐S  ++  +  +  ++ 
CTRL‐D  +  +  ‐  ‐ 
PLCB  ++  +  ‐  ++ 
HEP  ++  ++  +  ++ 
BEM  ++  ++  ++  + 








4.3 ESTUDIOS INMUNOHISTOLÓGICOS 
4.3.1 Detección de αSMA: valoración de la neovasculatura y presencia 
miofibroblástica 
Tanto  en  el  caso  de  la  formación  de  nuevos  vasos  como  en  el  de  la  aparición  de 
miofibroblastos  (MFbs),  las  muestras  de  3  días  de  todos  los  grupos  de  estudio 





asociados  a  los  bordes  del  defecto,  en  las  interfaces  entre  la  dermis  y  el  tejido  de 
granulación. Los grupos diabéticos presentaron cantidades similares de MFbs, aunque 
con patrones de alineación más  irregulares en PLCB y CTRL‐D, especialmente en este 
último  (Figura  38B).  Por  el  contrario,  HEP  y  BEM  mostraron  distribuciones  y 
alineamientos más similares a los observados en el grupo sano, ordenados en bandas y 
junto a los bordes del defecto (Figura 38C, D, E). Todos los grupos mostraron un fuerte 





banda estrecha  superficial en el  tejido de granulación  (Figura 39A), mientras que el 
marcaje en  las  zonas profundas observado en  tiempos  anteriores dejó de  aparecer, 
observándose tan solo células aisladas en estas áreas. En comparación con el control 
sano, los animales diabéticos presentaron una mayor presencia de miofibroblastos, así 
como  una  peor  organización.  En  los  grupos  CTRL‐D  y  PLCB  fue  frecuente  observar 
parches  de  zonas marcadas  intercalados  con  lugares  de  elevada  inflamación  tisular 
(Figura 39B), distribuidos por las zonas media y superior del tejido de granulación, con 
un grado de alineación medio. En los casos en los que se observó una franja continua, 
esta  presentó  un  grosor  elevado  y  se  localizó  bajo  una  banda  superficial  de  células 
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inflamatorias (Figura 39C). Los grupos tratados con hidrogeles funcionalizados (HEP y 
BEM) mostraron una mejor organización,  aunque  con  franjas más  anchas que en el 
grupo CTRL‐S, alternadas en ocasiones con bandas de alta inflamación, y presentando 
en  general  una  disposición  alineada  (Figura  39D).  En  este  tiempo  de  estudio  se 
observó  un  mayor  desarrollo  de  la  vasculatura  en  todos  los  grupos,  con  valores 







En el  grupo CTRL‐D  se observó una elevada persistencia de MFbs  formando bandas 
anchas dentro del  tejido de neoformación,  frecuentemente alternadas  con  zonas de 
elevada inflamación tisular (Figura 40B). En el grupo PLCB se observó una reducción en 
el número de células marcadas frente a CTRL‐D, las cuales aparecieron principalmente 







mostraron  un  calibre menor.  Por  el  contrario,  CTRL‐D  y  PLCB mantuvieron  valores 
similares  a  los  cuantificados  en  el  día  14  para  estos  grupos,  mostrando  ambos 
diferencias significativas (p≤0,001) con CTRL‐S. Sin embargo, en los grupos HEP y BEM 









granulación  en  grupo  7d‐CTRL‐D  y  detalle  de  vaso  y MFbs.  C)  Franjas  de MFbs  (líneas  de  puntos)
formadas  sobre  el  músculo  subyacente  (M)  en  grupo  7d‐HEP.  Pueden  verse  múltiples  vasos
originándose a partir de esta zona. D) Borde del defecto en grupo 7d‐HEP. Se observan MFbs (línea de
puntos)  en  la  interfaz  dermis  (De)  ‐  granulación  (TG).  E)  Tejido  de  granulación  en    grupo  7d‐BEM  y
detalle de vaso y MFbs. F) Marcaje en los estratos suprabasales (flecha) de los epitelios activos a día 3
(CTRL‐D). Barras: 200 µm. 














De manera  adicional  a  estos  estudios,  pudo  observarse  en  estas  preparaciones  un 
evidente  marcaje  de  los  estratos  suprabasales  de  los  epitelios  activados, 
especialmente de los bordes de los frentes de avance. Este marcaje fue constatado en 
todos  los  grupos  desde  el  primer  tiempo  de  estudio,  y  fue  gradualmente 
desapareciendo hasta el día 21, en el cual se observó tan solo en algunas muestras y 
de manera muy leve (Figura 38D, F; Figura 39A, B). 









CTRL‐S  ++  ++  ‐ 
CTRL‐D  ++  +++  ++ 
PLCB  ++  +++  + 
HEP  ++  +++  + 







CTRL‐S  +++  +++  +++ 
CTRL‐D  +  +  ++ 
PLCB  ++  +  ++ 
HEP  +++  ++  +++ 
BEM  +++  ++  +++ 






4.3.2 Análisis de la presencia de macrófagos y subpoblaciones 
macrofágicas 
La  observación  de  las muestras mostró  presencia macrofágica  en  el  tejido  desde  el 
primer  tiempo de estudio  (día 3), en el que pudo  verse una gran  cantidad de estas 
células  en  las  zonas  superficiales  de  exudado  inflamatorio,  así  como  en  áreas 
edematosas más profundas  y en  los  tejidos muscular  y adiposo  subyacentes  (Figura 







Figura  41:  Cuantificación  de  la  vasculatura  de
nueva  formación en el  tejido de granulación.  Los
resultados se expresan como número de secciones
vasculares positivas para el marcaje por campo de




21,  pudo  verse  una  marcada  diferencia  entre
CTRL‐S,  que mostró  una  gran  disminución  de  la
vasculatura,  y  los  grupos  diabéticos.  Esta  fue
máxima  con  CTRL‐D  y  PLCB, mientras  que HEP  y
BEM  mostraron  una  regresión  vascular
intermedia. 
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A día 7, todos  los animales mostraron un elevado número de macrófagos en el tejido 
de  granulación  neoformado.  Su  distribución  fue  amplia,  acompañando  al  resto  del 
componente  inflamatorio  entre  los  nuevos  vasos,  en  los  exudados  y  edemas  y 
participando  en  la  reacción  a  cuerpo  extraño  (Figura  43A,  B).  Los  fragmentos  de 
hidrogel  situados  en  el  tejido  de  granulación  mostraron  una  fuerte  presencia  de 
macrófagos  y  otras  células  inflamatorias  en  a  su  alrededor  (Figura  43C).  En  la 
cuantificación  a  este  tiempo  de  estudio,  el  grupo  CTRL‐S  mostró  un  valor  medio 
inferior al resto de grupos diabéticos, observándose una reacción  inflamatoria menos 
intensa  (Figura  43D).  Los  grupos  CTRL‐D,  PLCB,  HEP  y  BEM  presentaron  valores 
similares entre sí en cuanto a la presencia de macrófagos en este tiempo de estudio. 
En  las muestras  a día 14  los  animales  sanos mostraron  remisión en  la presencia de 
macrófagos,  cuyo  número  se  redujo  en  aproximadamente  un  37%  con  respecto  al 
tiempo anterior, siendo los  lugares de reacción a cuerpo extraño  los principales focos 
de  presencia  de  estas  células  (Figura  43E).  Por  el  contrario,  los  grupos  diabéticos 
mostraron un aumento del número de macrófagos, especialmente en los grupos CTRL‐
D  y  PLCB  (Figura  43F;  Figura  44A),  presentando  diferencias  significativas  (p≤0,05  y 
p≤0,01, respectivamente) frente al grupo CTRL‐S. En los grupos HEP y BEM, la cantidad 
de macrófagos  fue superior que  la observada a día 7, aunque este aumento  fue más 
moderado  (Figura  44B).  De  manera  general,  la  presencia  de  estas  células  fue 
especialmente  intensa en  las capas superficiales más  inflamadas, mientras que en  las 
zonas media y profunda la cantidad de macrófagos fue menos intensa. 
En  el  último  tiempo  de  estudio,  21  días,  CTRL‐S  mostró  una  cantidad  baja  de 




diabéticos presentaron una población macrofágica que,  aunque  se  vio  reducida  con 
respecto  al  tiempo de estudio  anterior,  se mantuvo mucho más elevada que en  los 
animales sanos, especialmente en el caso de CTRL‐D (p≤0,05 frente a CTRL‐S). En este 
grupo,  se  observó  un  intenso  marcaje  en  las  bandas  inflamatorias  del  tejido  de 











alrededor  e  infiltrados  en  su  interior  (flechas). C) Presencia de macrófagos  en  el  tejido muscular. D)
Presencia macrofágica en el tejido subyacente y detalle de la zona muscular (M). Barras: 100 μm. 





mismo.  C)  Restos  de  hidrogel  (*)  PLCB  a  7  y  detalle  del  borde.  Se  observa  presencia  de  leucocitos
polimorfonucleares y macrófagos a su alrededor. D) Infiltración macrofágica a día 7 en el grupo CTRL‐S.





Figura 44: Marcaje  inmunohistoquímico de macrófagos  (III). A) Tejido  inflamado en grupo 14d‐PLCB y
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El  estudio  de  las  subpoblaciones  macrofágicas  mediante  inmunomarcaje  doble  de 
CD68 y CD206 (Figura 45) mostró claras diferencias en su distribución y proporción a lo 
largo  del  tiempo,  así  como  entre  los  distintos  grupos  de  estudio.  La  presencia  de 
macrófagos positivos para CD206, marcador asociado al fenotipo M2, fue muy elevada 
en  las  zonas  de músculo  en  degradación/reorganización  (Figura  46A,  B).  Este  tipo 
también fue predominante en  las zonas más profundas (Figura 46C), especialmente a 
tiempos  largos, así como en  las zonas  intersticiales bajo  los bordes y en  la banda que 
separa  las  capas  superior  e  inferior  del  tejido  de  granulación.  Por  el  contrario,  los 
macrófagos negativos para este marcaje  fueron predominantes en  las brechas entre 
borde y centro a tiempos cortos, y en general en las zonas con exudado inflamatorio y 
matriz  provisional.  Los macrófagos  presentes  en  los  bordes  en  degradación  de  los 
restos  de  hidrogel  mostraron  mayoritariamente  un  marcaje  negativo  para  CD206 
(Figura 46D, E). Su presencia también fue mayoritaria en la respuesta a cuerpo extraño 
(Figura 46F), especialmente en las zonas de contacto, incluyendo a las células gigantes 
sincitiales  procedentes  de  la  fusión  de  macrófagos  que  mostraron  un  evidente 
fenotipo no‐M2 (Figura 47A). 
El análisis de  los distintos  fenotipos,  tanto de  forma  relativa  como absoluta, mostró 
evidentes  diferencias  entre  los  grupos  de  estudio  a  partir  del  día  7.  A  la  menor 
presencia  de macrófagos  totales  observada  en  el  grupo  CTRL‐S  frente  a  los  grupos 
diabéticos, se añadió un mayor número de macrófagos no‐M2 en los grupos CTRL‐D y 
PLCB  (p≤0,01  y p≤0,05,  respectivamente) en  comparación  con el grupo  sano  (Figura 
47B, C). La proporción de macrófagos M2 en el grupo CTRL‐S fue muy superior (68,8%) 
a  las  de  los  grupos  diabéticos,  y  dentro  de  ellos,  HEP  y  BEM  mostraron  valores 
superiores  (54,9%  y  49,6%)  a  los  de  CTRL‐D  y  PLCB  (34,6%  y  39,6%),  siendo  estas 
























día  3  y  detalle  del  marcaje.  D)  Restos  superficiales  de  hidrogel  HEP  (*)  a  día  3d,  rodeados  por
macrófagos  mayoritariamente  negativos  para  CD206.  E)  Muestra  7d‐BEM  en  la  que  se  observan
fragmentos de hidrogel (*) en el tejido de granulación. Pueden verse macrófagos no‐M2 en el borde y
mayores  proporciones  de M2  en  las  zonas  alejadas.  F)  La  presencia  de  cuerpos  extraños  (flechas)





Figura 47:  Inmunodetección de CD68  (rojo) y CD206  (verde)  (II). A) Célula gigante de cuerpo extraño
junto a un resto de astilla. Estas células mostraron de manera consistente un fenotipo no‐M2. B) CTRL‐S
presentó a día 7 menor cantidad de macrófagos con mayoría CD206+. C) El grupo CTRL‐D a 7 días mostró
un  bajo  porcentaje  del  fenotipo M2.  D)  A  día  14,  el  grupo  CTRL‐D  presentó  bajos  porcentajes  de
macrófagos CD206+. E) Elevada inflamación con componente mayoritario no‐M2 en grupo CTRL‐D a día
21. F) A día 21,  los grupos HEP y BEM (en  la  imagen) mostraron un elevado porcentaje de macrófagos
M2. Barras: 100 μm. 





de células por campo de observación a 400 aumentos.  (*) macrófagos totales;  (•) macrófagos M2;  (#)
macrófagos no‐M2. 




4.4 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 
4.4.1 Validación de los cebadores diseñados 
La especificidad y  rendimiento de  los pares de cebadores empleados en  la qPCR  fue 
evaluada atendiendo a sus valores de eficiencia en  la amplificación, análisis de curvas 
de disociación y determinación del tamaño del producto de la reacción. 
El  análisis  de  las  curvas  estándar  para  cada  par  de  primers  permitió  determinar  y 
ajustar  la  eficiencia  de  la  reacción,  obteniéndose  de  manera  general  valores 
comprendidos  dentro  del  rango  90  –  100%.  Las  curvas  de  disociación  mostraron 
valores consistentes de  la  temperatura de desnaturalización para cada producto a  lo 
largo  de  los  distintos  experimentos,  sin  observarse  fenómenos  de  dimerización  de 
cebadores  capaces  de  interferir  con  la  cuantificación  de  la  expresión  génica.  La 
electroforesis  en  gel  de  agarosa  realizada  a  partir  de  los  productos  de  reacción 







Figura 50: Electroforesis en gel de agarosa para  la determinación del  tamaño de  los productos de  la
qPCR. Las calles 3 y 10 fueron cargadas con el marcador de peso molecular, cuyos tamaños de bandas se
muestran en los laterales. 
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4.4.2 Expresión de los genes de interés 
Las  muestras  a  3  días  mostraron  pocas  diferencias  entre  los  cinco  grupos  en  la 
expresión de  las cuatro citoquinas estudiadas, sin observarse patrones específicos. En 







A  los 7 días, el análisis de  la expresión de  las citoquinas TNF‐α,  IFN‐γ,  IL‐6 e  IL‐10 no 
arrojó  diferencias  significativas  entre  los  grupos, mostrando  en  todos  los  casos  una 

















10. Estas diferencias no se observaron en  los niveles de expresión de  los  factores de 
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El  último  tiempo  de  estudio,  21  días,  mostró  resultados  poco  homogéneos  en  la 
expresión de citoquinas. Aunque el IFN‐γ y la IL‐6 continuaron sus tendencias al alza y a 
la baja,  respectivamente,  la  IL‐10 y sobre  todo el TNF‐α mostraron gran variabilidad, 






Figura  53:  Niveles  de  mRNA  a  día  14  de  los  genes  de  interés  cuantificados  mediante  qPCR.  Los














comportamiento  de  la  expresión  de  la  IL‐10  no  siguió  un  patrón  claro, mostrando 
tendencias poco definidas en  los grupos diabéticos en contraste con el grupo CTRL‐S, 
en  el  cual  se  observaron  niveles  generalmente  menores  con  tendencia  hacia  una 
disminución de los valores a lo largo del tiempo. 
Figura  54:  Niveles  de  mRNA  a  día  21  de  los  genes  de  interés  cuantificados  mediante  qPCR.  Los
resultados  se muestran normalizados  frente  al  gen de  referencia GAPDH  y  se  expresan  en unidades
arbitrarias. El análisis estadístico se llevó a cabo a partir de la transformación logarítmica decimal de las
distribuciones para su normalización. 
174                     RESULTADOS 
 
 
Figura  55:  Progresión  de  la
expresión  de  los  nueve  genes  de
interés a  lo  largo de  los tiempos de
estudio. Los resultados se muestran
como  valores  medios  para  cada
tiempo  y  grupo  de  estudio





La  expresión  de  factores  de  crecimiento  no mostró  de manera  general  diferencias 
destacables entre  los grupos, aunque sí se observaron diferencias en sus niveles a  lo 
largo  del  tiempo.  Mientras  que  el  VEGF‐A  mostró  niveles  más  o  menos  estables 
durante  los  cuatro  tiempos de estudio, el  FGF2 mostró una mayor expresión en  los 
tiempos más avanzados. La expresión del TGF‐β1, en cambio, alcanzó un máximo a día 
7, momento a partir del cual fue reduciendo sus niveles paulatinamente.  
En  cuanto  a  la  expresión  de  los  genes  de  los  colágenos  tipo  I  y  tipo  III,  ambos 
mostraron  una  expresión  muy  baja  en  el  primer  tiempo  de  estudio,  para 
posteriormente  alcanzar un máximo  en  los  tiempos  intermedios,  tras  lo que  ambos 
sufrieron una bajada de los niveles de expresión génica. 
 
4.5 ESTUDIOS SEROLÓGICOS 
La cuantificación de las concentraciones en sangre de las cuatro citoquinas estudiadas 
mostró niveles bajos de manera general en todos  los grupos, demostrando en  la casi 
totalidad de  los  individuos niveles por debajo de  los  límites de detección. Ninguna de 
las muestras  analizadas  presentó  concentraciones  de  TNF‐α  superiores  al  límite  de 
detección (4 pg/mL), mientras que en el caso del IFN‐γ únicamente un animal mostró 
niveles  en  sangre  por  encima  del  umbral  para  esta  citoquina  (13  pg/mL).  Las 
interleuquinas 6 y 10 mostraron un comportamiento similar, rebasando  los  límites de 





























5.1 COMPOSICIÓN Y ELABORACIÓN DE LOS HIDROGELES 
El  protocolo  de  fabricación  desarrollado  en  este  trabajo  permitió  la  obtención  de 
hidrogeles  con  unas  propiedades  adecuadas  para  su  aplicación  sobre  defectos 
cutáneos, en cuanto a su estabilidad y facilidad de administración. 
La  concentración de quitosano empleada en  la preparación del  gel ha  sido  también 
usada por otros autores, dando buenos resultados en cuanto a aplicabilidad y eficacia 
(Alemdaroğlu y cols., 2006; Alsarra, 2009). Para conseguir  la disolución del quitosano 
en polvo, es necesario que  se produzca  la protonación de  los grupos amino, para  lo 
que  en  este  caso  se  empleó  una  solución  de  ácido  acético. Una  vez mezclados  los 
ingredientes  del  gel,  se  realizó  una  neutralización  del  carácter  ácido  de  la  solución. 
Para aumentar el pH de las soluciones de quitosano y producir la gelificación, distintos 
autores han empleado estrategias como  inmersión en NaOH  (Aoyagi y cols., 2007) o 
vapores  de NH3  (Ribeiro  y  cols.,  2009).  Este  tipo  de  neutralización  con  compuestos 
potencialmente  dañinos  requiere  un  posterior  lavado  exhaustivo  para  evitar  la 
presencia de restos de estas sustancias, lo que podría ocasionar una pérdida parcial del 
compuesto encapsulado. En el presente trabajo,  la neutralización del ácido se  llevó a 
cabo  mediante  la  adición  de  NaHCO3,  un  compuesto  con  capacidad  tamponante, 
inocuo y presente de manera natural en el cuerpo. Aunque algunos trabajos describen 
aplicaciones  de  geles  sin  realizar  neutralización  (Alemdaroğlu  y  cols.,  2006;  Alsarra, 
2009; Lee y cols., 2014), en el presente estudio se ha considerado necesario este paso 
para evitar un exceso de acidez en  los apósitos aplicados a  los defectos, puesto que 
podría  resultar perjudicial para  la  cicatrización de  los mismos. En  la  formulación del 




polímero  acídico,  cargado positivamente, mientras que  la heparina es una molécula 
básica,  con  cargas  negativas.  Debido  a  las  interacciones  iónicas  establecidas  entre 
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ambos  (Kamiński  y  cols.,  2010)  durante  la  formación  del  gel,  la  liberación  de  la 
heparina  tiene  lugar  a medida  que  se  va  produciendo  la  degradación  del  hidrogel, 
asegurando una liberación sostenida en el tiempo, como ha sido comprobado en otros 
trabajos (Fujita y cols., 2004). 
El entrecruzamiento químico de  los hidrogeles es  capaz de mejorar  las propiedades 
mecánicas,  y  es  frecuentemente  utilizado  en  el  diseño  de  distintos  tipos  de 
preparaciones.  Sin  embargo,  tienen  la  contrapartida  de  ser menos  citocompatibles, 
debido a  la existencia de  iniciadores de reacción tóxicos (Liang y Kiick, 2014). En este 
estudio se optó por  la utilización de un hidrogel  físico, ya que para su empleo como 
apósito  cicatrizante  la  ausencia  de  toxicidad  resulta  imprescindible.  A  su  vez,  los 
hidrogeles  obtenidos  y  empleados  en  este  trabajo  mostraron  un  buen 
comportamiento  mecánico  y  una  estabilidad  adecuada  aun  careciendo  de 
entrecruzamiento químico. 
 
5.2 MODELO EXPERIMENTAL EMPLEADO 
La  cicatrización  cutánea  es  un  fenómeno  extraordinariamente  complejo,  en  el  cual  
participan diferentes tipos celulares, moléculas de muy diversa  índole y sobre el que 
influyen una  gran  variedad de  factores,  tanto  intrínsecos  al propio organismo  como 
externos  y/o  ambientales.  Debido  a  ello,  su  estudio,  si  bien  resulta  apasionante, 
conlleva  grandes  dificultades.  La  enorme  cantidad  de  interacciones  entre  los 
mecanismos  y  procesos  implicados  en  la  reparación  del  daño  tisular  supone  un 
importante desafío a la hora de investigar las funciones y efectos de cualquiera de los 
elementos  participantes.  Añadido  a  esto,  la  existencia  de  patologías  que 
específicamente afectan a los procesos normales de cicatrización, como en el caso de 
la  diabetes,  añade  un  orden  de  complejidad  adicional  al  estudio  de  la  reparación 
cutánea (Stadelmann y cols., 1998; Burns y cols., 2003; Broughton y cols., 2006; Eming 
y cols., 2007a; Bao y cols., 2008; Menke y cols., 2008). 
Aunque,  como  resulta  obvio,  la  información  más  valiosa  sobre  los  procesos  de 




fenómenos  no  es  viable  sin  el  empleo  de  modelos  animales  de  cicatrización 
experimental. A  lo  largo de  las últimas décadas,  se han utilizado múltiples modelos 
diferentes, entre  los que  se  incluyen  los modelos  con heridas dorsales en pequeños 
roedores, los defectos en oreja de conejo y, más recientemente, modelos porcinos de 
cicatrización  (Dorsett‐Martin,  2004;  Galiano  y  cols.,  2004a;  Ansell  y  cols.,  2012; 
Davidson y cols., 2013; Park y cols., 2014). Asimismo, aunque los estudios realizados in 
vitro  han  resultado  útiles  en  ciertos  aspectos,  las  grandes  limitaciones  debido  a  su 
excesiva simplicidad y alejamiento de  las condiciones fisiológicas reales hacen que su 
valor  como modelo  resulte  insuficiente  para  una  gran  parte  de  las  investigaciones 
(Ansell  y  cols.,  2012).  Adicionalmente,  durante  los  últimos  años  se  han  realizado 
aproximaciones  matemáticas  e  in  silico,  intentando  modelar  los  procesos  de 















encuentra  anclada  a  los  tejidos  subyacentes,  las  heridas  tienden  a  cerrar 
principalmente por epitelización  (Dorsett‐Martin, 2004; Galiano y cols., 2004a; Bao y 
cols., 2008; Davidson y cols., 2013; Park y cols., 2014). No obstante, estas especies son 
las  que  se  emplean  más  frecuentemente  para  el  modelado  de  la  cicatrización 
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amplia  experiencia  en  su  empleo  (Gimeno  y  cols.,  2003; García‐Esteo  y  cols.,  2005; 
García‐Esteo  y  cols.,  2007).  La  destrucción  selectiva  de  las  células  β  del  páncreas 
permite el desarrollo de una patología diabética  tipo  I, produciendo en  los animales 
una  elevada  concentración  de  glucosa  en  sangre  en  un  corto  periodo  de  tiempo. 
Puesto que la mayoría de las complicaciones en los procesos cicatrizales diabéticos son 




inducida  por  STZ  resulta  una  valiosa  herramienta  para  el  estudio  de  la  reparación 
cutánea  comprometida  por  diabetes.  La  comprobación  de  su  inducción  en  nuestro 
modelo, realizada a diferentes niveles, demostró un claro desarrollo de la patología. La 
observación  y  control  de  los  animales  a  lo  largo  del  tiempo  de  estudio  permitió 
comprobar la aparición de los síntomas clásicos de la diabetes, tales como la polidipsia, 
polifagia y poliuria, así como la presencia de altas concentraciones de glucosa en orina. 
De  manera  adicional,  el  desarrollo  de  cataratas  por  parte  de  algunos  animales 
diabéticos resulta también consecuente con  la hiperglucemia diabética (Singh y cols., 
2001;  Ahmed,  2005).  Tras  la  aparición  de  la  enfermedad,  los  animales  diabéticos 
sufrieron un  importante retraso en el aumento de peso con respecto a  los controles 
sanos,  debido  al  perfil  catabólico  asociado  a  la  insuficiencia  insulínica.  Además,  se 
observaron  importantes  cambios morfológicos en  los animales durante el desarrollo 
del  estudio,  mostrando  un  excesivo  engrosamiento  de  la  zona  abdominal.  Las 
necropsias realizadas sobre estos animales permitieron constatar  la existencia de una 
importante hiperplasia del tubo digestivo, así como la desaparición de los depósitos de 
grasa  corporal  abdominales  y  subcutáneos.  Puesto  que  en  estos  animales  una  gran 
parte de  su masa corporal correspondía a  los  intestinos y  su contenido,  resulta muy 
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probable  que  las  diferencias  en  el  estado metabólico  y  fisiológico  de  los  animales 
diabéticos fuera muy superior a la inferida a partir de las variaciones en el peso, ya de 
por sí significativas. Como validación adicional de  la diabetes experimental, el análisis 




debido a  varias  razones. En primer  lugar,  los defectos excisionales  con  curación por 
segunda intención permiten una investigación de los procesos cicatrizales mucho más 
profunda  que  las  heridas  incisas  de  cierre  por  primera  intención,  ya  que  en  estas 
últimas  la  aproximación  de  bordes  y  la  ausencia  de  pérdida  tisular  no  estimulan  la 
completa activación de los mecanismos reparativos de la piel (Miao y cols., 2012). Por 
el  contrario, una  lesión excisional de grosor  total necesita  recorrer  todas  las  fases y 
estadios del proceso  reparativo, permitiendo  la observación de  los mecanismos  y  la 
identificación de posibles problemas, retrasos o fallos en el proceso. Por otro lado, las 
lesiones  cutáneas  más  relevantes  en  pacientes  diabéticos  son  las  úlceras,  cuya 
fisiología  y  morfología  (destrucción  tisular,  tamaño,  etc.)  las  hacen  mucho  más 
similares a un defecto excisional que a una herida incisional. 
 
5.3  EVALUACIÓN MACROSCÓPICA DEL PROCESO DE 
CICATRIZACIÓN 
El  seguimiento macroscópico  de  la  evolución  de  los  defectos  permitió  observar  un 
patrón  de  comportamiento  similar  en  los  cinco  grupos  de  estudio,  aunque  con 
diferencias en su desarrollo temporal. 
En  un  primer momento,  el  defecto  realizado  en  el  dorso  de  las  ratas mostró  una 
importante  distensión  inmediatamente  después  de  retirar  la  zona  de  piel marcada, 
ocurriendo de manera similar en todos  los grupos de estudio. El área  inicial sufrió un 
incremento medio  del  19,4%  frente  al  área  teórica,  lo  que  puso  de manifiesto  las 
fuerzas  de  tensión  a  las  que,  en  condiciones  normales,  está  sometida  la  piel.  La 
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ausencia  de  anclaje  en  la  piel  de  las  ratas  es  posiblemente  la  razón  de  esta  gran 
distensión, puesto que una vez ausente esa porción cutánea, los bordes del defecto se 
ven  arrastrados  centrífugamente  al  haber  desaparecido  las  fuerzas  de  tensión  del 
tejido  retirado  y  no  existir  uniones  que  impidan  su  desplazamiento  (Ansell  y  cols., 
2012; Davidson y cols., 2013). 
Al  analizar el primer  tiempo de estudio,  3 días  tras  la  realización del defecto, pudo 
observarse un  tamaño de herida mayor que el  inicial en  la mayoría de  los animales, 
debido  posiblemente  a  los  factores  descritos  anteriormente.  La  observación 
histológica  de  las  muestras  permitió  constatar  la  activación  de  los  mecanismos 
reparativos,  que  en  este  tiempo  temprano  se  centraron  en  la  estabilización  de  los 








y  cols., 2007; Mirza  y Koh, 2011; Miao  y  cols., 2012). El  tratamiento  con hidrogeles 
funcionalizados con ambos tipos de heparina favoreció una respuesta intermedia entre 
los grupos control sano y diabético en los tiempos centrales. Sin embargo, en el último 
tiempo  de  estudio  los  cinco  grupos mostraron  un  cierre macroscópico  comparable 
entre ellos en cuanto a su tamaño. Esta ausencia de diferencias, especialmente entre 
los  grupos  CTRL‐S  y  CTRL‐D  resulta  extraña  en  un  primer  momento,  teniendo  en 








La evaluación histológica de  las muestras, así  como  la  valoración de  la morfología  y 
evolución de los animales permitió plantear una explicación plausible a esta cuestión. 
Tanto en el grupo CTRL‐D como en PLCB, la evolución del peso muestra un descenso en 
el  último  tiempo  de  estudio,  mientras  que  los  animales  sanos  y  los  tratados  con 
hidrogeles con heparina y bemiparina continuaron con  la  tendencia de  recuperación 
de peso tras la realización del defecto. En efecto, en aquellos dos grupos los animales 
mostraron  una  extrema  delgadez,  especialmente  notoria  en  la  zona  torácica.  Esta 




otras  alteraciones  que  se  comentarán  en  profundidad más  adelante.  Puesto  que  la 
mayor contribución al cierre de  la herida en  los  roedores proviene del  fenómeno de 
contracción  (Galiano y cols., 2004a; Bao y cols., 2008; Nishikori y cols., 2014; Park y 
cols.,  2014),  y  así  fue  constatado  en  nuestro  estudio,  cabe  plantearse  que  las 
similitudes  en  los  porcentajes  de  cierres  provengan  del  hecho  de  que  aquellos 
animales  que  presentaron  deficiencias  en  el  proceso  cicatrizal  tuvieran,  de  alguna 
manera,  cierta  facilidad  a  la  hora  de  contraer  la  herida.  La  menor  circunferencia 
torácica, unida a la laxitud y delgadez de la piel en los animales de los grupos CTRL‐D y 
PLCB probablemente provocaran una menor  resistencia a  la contracción, debido a  la 
existencia de menores  tensiones de  resistencia a  la  tracción por parte de  la piel. De 
esta manera se explicaría cómo  los tejidos de granulación de estos grupos, de grosor 
claramente  menor  a  los  de  CTRL‐S,  HEP,  y  BEM,  fueron  capaces  de  lograr  unos 
resultados  de  contracción  equiparables.  Las  observaciones  sobre  la morfología  del 
cierre parecen  apoyar esta  teoría,  ya que  los defectos en CTRL‐D  y PLCB mostraron 
cierres ojivales, con predominancia de contracción sobre el eje transversal. Según este 
planteamiento,  la  resistencia  mecánica  en  ese  eje  resultaría  menor  en  esas 
condiciones, mientras  que  la  contracción  longitudinal  no  se  vería  tan  facilitada. De 
manera adicional,  las valoraciones  cualitativas extraídas de  la propia manipulación y 
procesado de las muestras para la realización de las técnicas indicaron la existencia de 
un  tejido  débil  y  poco  resistente, probablemente más  susceptible  a  sufrir  recidivas. 
Para  confirmar  estas  hipótesis,  resultaría  de  gran  interés  la  realización  de  estudios 
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5.4 COMPONENTE INFLAMATORIO 
Uno de  los principales problemas asociados a  la cicatrización diabética es  la  falta de 
progresión  y  el  estancamiento  en  una  inflamación  crónica  (Komesu  y  cols.,  2004; 
Ahmed, 2005; Goldin y cols., 2006; Bao y cols., 2008; Wicks y cols., 2014), por lo que el 
estudio de la evolución del componente inflamatorio resulta de gran importancia para 
la  valoración  de  la  efectividad  de  los  hidrogeles  empleados.  De  los  tipos  celulares 
implicados,  tres  de  los  más  importantes  son  los  neutrófilos,  los  macrófagos  y  los 
mastocitos  (Park  y  Barbul,  2004;  Martin  y  Leibovich,  2005;  Eming  y  cols.,  2007a; 
Wilgus, 2008; Koh y DiPietro, 2011). El análisis de  la evolución de  las poblaciones de 
estas células del sistema  inmune mostró diferencias entre  los grupos de estudio a  lo 
largo del tiempo, con importantes implicaciones en la progresión del defecto. 
Frente al proceso normal de cicatrización observado en los animales sanos, los grupos 
diabéticos mostraron  una mayor  presencia  de  neutrófilos  en  el  tejido  cicatrizal,  así 
como  una  permanencia  más  prolongada  en  la  herida.  Esta  inflamación  sostenida 




La  mejora  observada  en  los  grupos  tratados  con  hidrogeles  funcionalizados  con 
heparinas  resulta  significativa,  ya  que  en  ellos  se  consiguió  una  remisión  de  los 
neutrófilos a tiempos más cortos y un cambio más temprano hacia una predominancia 
macrofágica. Es bien sabido que la presencia y actividad prolongadas de los neutrófilos 
en  la  herida  provoca  efectos  deletéreos  en  la  cicatrización,  conduciéndola  hacia  un 





Los  resultados  obtenidos  en  los  estudios  sobre macrófagos  también mostraron  los 
efectos  beneficiosos  de  los  de  los  hidrogeles  HEP  y  BEM.  Si  bien  es  cierto  que  no 
lograron  reducir el número  total de macrófagos hasta  los niveles del  grupo  sano,  sí 
favorecieron el cambio hacia una predominancia del  fenotipo M2 de  los mismos, de 
manera  opuesta  a  lo  ocurrido  en  CTRL‐D  y  PLCB.  El  aumento  del  ratio  entre  los 
fenotipos M2/M1 resulta de vital importancia, ya que indica un cambio en el tejido de 
granulación  hacia  un  perfil  de  menor  inflamación  y  propicio  para  la  regeneración 
tisular  (Varin y Gordon, 2009; Stout, 2010; Ferrante y  Leibovich, 2012; Miao y  cols., 
2012). 




hidrogel,  los cuales mostraron patrones similares a  los de  los animales sanos. Siendo 
un  importante participante en  la cicatrización cutánea  (Noli y Miolo, 2001; Ng 2010; 
Oskeritzian 2012),  la restauración de  la respuesta mastocitaria sugiere una mejora en 
el proceso de reparación diabética. 
Tomados  en  conjunto,  estos  resultados  confirman  la  capacidad  de  los  hidrogeles 
diseñados para el control de  la  inflamación exacerbada que tiene  lugar en  las heridas 
crónicas, y especialmente en las diabéticas (Wetzler y cols., 2000; Acosta y cols., 2008; 
Gurtner  y  cols.,  2008; Menke  y  cols.,  2008;  Berlanga‐Acosta  y  cols.,  2010;  Reinke  y 
Sorg, 2012; Wicks y cols., 2014). Los mecanismos activados en las primeras fases para 
la defensa frente a patógenos y  la  limpieza de  la herida actúan creando un ambiente 
tisular  orientado  hacia  la  degradación,  principalmente  mediante  la  liberación  de 
proteasas, especies reactivas del oxígeno (ROS) y descenso del pH (Lauer y cols., 2000; 
Dovi y cols., 2004; Eming y cols., 2007a). Este ambiente es creado principalmente por 
la  actividad  de  los  neutrófilos  y  los macrófagos  de  fenotipo  proinflamatorio,  y  su 
aparición  ha  sido  seleccionada  durante  la  evolución  como  una  defensa  frente  a  las 
posibles  infecciones y septicemias causadas por  la aparición de  lesiones (Dovi y cols., 
2004;  Martin  y  Leibovich,  2005;  Mantovani  y  cols.,  2013).  Sin  embargo,  se  han 
realizado estudios que  indican que esta  respuesta no  resulta vital para una  correcta 
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cicatrización,  llegando  incluso  a  resultar  beneficiosa  la  ausencia  de  la  respuesta 
neutrofílica  (Simpson  y Ross, 1972; Dovi  y  cols., 2003; Martin  y  cols., 2003),  lo  cual 
ocurre, de hecho, en condiciones normales durante la cicatrización fetal (Eming y cols., 
2007a; Wilgus, 2008; Reinke y Sorg, 2012; Wulff y cols., 2012). Mediante el control de 
los niveles de neutrófilos, el  tratamiento  con hidrogeles posiblemente  influya en  los 
niveles  de  proteasas  y  sus  inhibidores  (Eming  y  cols.,  2007a; Menke  y  cols.,  2007), 
permitiendo un ambiente favorable para la síntesis y acumulación de nueva matriz, así 
como para la supervivencia de mediadores proteicos clave, tales como los factores de 
crecimiento  (Lauer  y  cols.,  2000;  Falanga,  2004;  Eming  y Krieg,  2006;  Eming  y  cols., 
2006;  Berlanga‐Acosta  y  cols.,  2010;  Eming  y  cols.,  2010).  Este  efecto  puede  ser 
achacado,  al menos  en  parte,  al  efecto  protector  contra  la  invasión  bacteriana  que 
ofrece el hidrogel,  tanto por  su efecto barrera como por  la actividad antimicrobiana 
propia del quitosano (Boateng y cols., 2008; Dai y cols., 2011; Azuma y cols., 2015). No 
obstante,  los restos de hidrogel mostraron una  fuerte presencia  tanto de neutrófilos 
como de macrófagos M1, actuando en su degradación. Sin embargo, esta presencia se 









de  los macrófagos en  condiciones de diabetes que ha  sido descrita por Mirza y Koh 
(2011).  Los  grupos  HEP  y  BEM mostraron  tan  solo  una  discreta  disminución  en  el 
número  total  de  macrófagos,  seguramente  debido  a  la  propia  naturaleza 
proinflamatoria de  la patología diabética,  tales como  la elevada presencia de AGEs y 
otros factores no modulables por la aplicación de los hidrogeles (Wetzler y cols., 2000; 
Brownlee, 2005; Goldin y cols., 2006; Eming y cols., 2007a; Goren y cols., 2007; Peppa 
y  cols.,  2009).  El  alto  número  de  macrófagos  en  las  heridas  diabéticas  se  ha 
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relacionado  con  niveles  elevados  de mediadores  proinflamatorios  asociados  con  la 
respuesta inmune tipo Th1 (Wetzler y cols., 2000; Xu y cols., 2013; Wicks y cols., 2014). 
Sin  embargo,  el  tratamiento  con  ambos  tipos  de  hidrogel  cargado  consiguió  inducir 
una mayor presencia del  fenotipo de activación alternativa  (M2) cuya presencia está 
relacionada  con  una  respuesta  tipo  Th2  (Varin  y  Gordon,  2009),  lo  que  posee 
importantes consecuencias en el proceso de cicatrización. 
Aunque algunos estudios (Martin y cols., 2003) han descrito cicatrización en ausencia 
de macrófagos  en modelos  genéticamente  deficientes,  en  condiciones  normales  las 
heridas  con  deficiencias  macrofágicas  demuestran  una  menor  angiogénesis, 
epitelización alterada y fallo en  la reparación (Mirza y cols., 2009; Lucas y cols., 2010; 




demostrado  una  polarización  aberrante  de  los macrófagos  asociada  a  la  diabetes, 
tanto en modelos murinos db/db como en ratas diabéticas inducidas por STZ. En estos 
casos,  los  macrófagos  de  los  animales  diabéticos  sufrieron  fallos  en  la  progresión 
normal hacia un  fenotipo M2, manteniendo un estado proinflamatorio durante más 
tiempo.  Esto  mismo  fue  observado  por  Bannon  y  cols.  (2013),  quienes  además 
demostraron una predisposición de  los macrófagos en condiciones de diabetes hacia 
una polarización proinflamatoria, y constataron en úlceras de pacientes diabéticos que 
una  incorrecta  progresión  hacia  un  fenotipo M2  resulta  predictivo  para  lesiones  no 
cicatrizantes. De manera adicional, se han descrito alteraciones de  la eferocitosis por 
parte  de  los  macrófagos  en  heridas  diabéticas,  asociándose  a  una  persistencia 
inflamatoria  (Khana y  cols., 2010), y  se han  comprobado  los efectos negativos de  la 
diabetes sobre el desarrollo de vasos linfáticos durante la cicatrización, y la implicación 
de  la  activación macrofágica en este proceso  (Maruyama  y  cols., 2007). Puesto que 
uno de  los  estímulos para  la diferenciación macrofágica hacia un  fenotipo M1 es  la 
presencia de  lipopolisacárido  (Gordon, 2003; Mahdavian Delavary y cols., 2011; Xu y 
cols., 2013),  la protección  frente a  la  infección bacteriana ofrecida por  los hidrogeles 
podría influir en la polarización hacia el fenotipo alternativo. Asimismo, se han descrito 
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efectos  del  quitosano  favorecedores  de  una  diferenciación macrofágica  tipo M2  in 
vitro  (Oliveira y cols., 2012). Sin embargo,  los diferentes  resultados obtenidos en  los 
grupos HEP y BEM frente a PLCB apuntan hacia un efecto de la funcionalización de los 
geles  con  ambos  tipos  de  heparina  sobre  la  inducción  de  un  fenotipo M2  en  los 
macrófagos del  tejido de granulación. Este efecto es  respaldado por estudios en  los 
que han  sido descritas  interacciones de  la heparina  con  los  receptores  carroñeros o 
“scavenger”  de  los  macrófagos  (Peplow,  2005).  Teniendo  en  cuenta  todo  esto,  la 
restauración  de  una  correcta  polarización  observada  en  los  grupos  tratados  con 
hidrogeles  HEP  y  BEM  supone  un  gran  avance  en  el  tratamiento  de  este  tipo  de 
lesiones. 
Las  observaciones  en  las  zonas  dañadas  de músculo  esquelético,  en  las  cuales  la 




la regeneración de  la  fibra, procesos que también han sido descritos en  las muestras 
de este estudio.  
En  la  respuesta  a  cuerpo  extraño  encontrada  en  los  hidrogeles,  la  presencia  de 
macrófagos no‐M2 fue mayoritaria, como se ha comentado más arriba. Los bordes de 
los  hidrogeles  en  proceso  de  absorción  se  encontraron  poblados  por macrófagos  y 
células gigantes de cuerpo extraño negativas para CD206,  inmersos en un proceso de 
degradación  del  material.  En  un  estudio  reciente,  van  Putten  y  cols.  (2013) 
describieron bajos niveles de macrófagos positivos para CD206 en discos de colágeno 
implantados subcutáneamente, observando  también un muy bajo número de células 
positivas para  la enzima óxido nítrico  sintasa  inducible  (iNOS, marcador de  fenotipo 
M1).  Esto  parece  apoyar  la  idea  de  que  la  polarización  de  los macrófagos  sigue  un 
continuo  con  estados  intermedios,  siendo  los  fenotipos M1  y M2  extremos  en  este 
espectro (Mantovani y cols., 2004; Koh y DiPietro, 2011; Mantovani y cols., 2013; Xu y 





ha  de  tenerse  especial  precaución  al  clasificar  los  distintos  tipos  de macrófagos  en 
estas categorías cuando se  llevan a cabo estudios  in vivo, en  los que  las condiciones 
son mucho más complejas. 
Las diferencias observadas en la presencia de mastocitos en los bordes de la herida y 






Los  mastocitos  son  capaces  de  liberar  una  plétora  de  moléculas  bioactivas  en 
respuesta a estímulos de agresión, mecánicos y químicos. Son capaces de modular  la 
inflamación, mediante mediadores tanto inductores (TNF‐α, IL‐1, IL‐5, IL‐6 e IL‐8) como 
antiinflamatorios  (IL‐4,  IL‐10 e  IL‐13). También participan en  las  fases proliferativas y 
de  remodelación, mediante  la secreción de múltiples  factores de crecimiento  (PDGF, 
VEGF, FGF2, TGF‐β, NGF…), proteasas (quimasa, triptasa y gelatinasa), GAGs (perlecán, 
heparina…)  y  otros  mediadores  (histamina,  eicosanoides,  leucotrienos,  etc.), 
favoreciendo  la  proliferación  de  fibroblastos,  la  migración  de  queratinocitos,  el 
mantenimiento de la angiogénesis, la contracción y la colagenización de la herida (Noli 
y Miolo, 2001; Egozi  y  cols., 2003; Puxeddu  y  cols., 2003;  Iba  y  cols., 2004; Moon  y 
cols., 2010; Ng 2010; Weller y  cols., 2011;  Jung  y  cols., 2013; Wulff  y Wilgus, 2013; 
Nishikori y cols., 2014). 
Aunque algunos estudios relacionan  la cicatrización anormal con un elevado número 
de mastocitos  (Noli  y Miolo,  2001; Oskeritzian,  2012),  en  el  presente  trabajo  no  se 
observaron tales aumentos. Esto es posiblemente debido a la distinta naturaleza de la 
herida, ya que el modelo utilizado no se corresponde con los procesos de cicatrización 
hipertrófica  y  los  queloides,  donde  se  han  descrito  principalmente  estos  niveles 
elevados  (Ehrlich,  2013; Wulff  y Wilgus,  2013),  llegando  a  constatarse  los  efectos 
profibróticos  de  los  mastocitos  en  modelos  de  cicatrización  fetal  y  de  inhibición 
mastocitaria  (Wulff  y  cols.,  2012;  Chen  y  cols.,  2014).  En  un  modelo  similar  al 





Por  otro  lado,  se  ha  postulado  que  la  carencia  de  células  cebadas  provoca  una 
cicatrización deficiente (Weller y cols., 2006), aunque estudios más recientes llevados a 
cabo por Antsiferova y cols. (2013) argumentan que  la presencia de mastocitos no es 
necesaria para una  correcta  reparación  cutánea. Como discuten  los  autores de este 
trabajo,  los  distintos  modelos  animales  de  depleción  de  mastocitos  empleados 
seguramente  sean  la  causa  de  las  diferencias  con  las  observaciones  previamente 
descritas. Sin embargo, aunque es probable que estas células no sean  indispensables, 
parece  que  su  participación  en  el  proceso  de  cicatrización  no  es  nula.  Teniendo  en 
cuenta esto, resulta complicado establecer si las diferencias observadas en el presente 
estudio  en  cuanto  a  la  distribución  mastocitaria  constituyen  una  causa  o  una 




de  las  células epiteliales observada en estos grupos  frente al  control diabético. Este 
planteamiento se basa en la acción favorecedora de los mastocitos en estos procesos, 
debido  a  los  factores  de  crecimiento  secretados  y  a  la  acción  de  sus  proteasas 
degradando  la membrana  basal  (Noli  y Miolo,  2001; Ng  2010). Otro  planteamiento 
interesante es la interacción de estas células con los macrófagos y su posible papel en 
la  modulación  de  la  actividad  de  los  mismos.  Aunque  las  células  cebadas  liberan 
mediadores  proinflamatorios  en  las  primeras  etapas,  favoreciendo  la  inflamación, 
pueden también secretar factores antiinflamatorios, como  la  IL‐4 y  la  IL‐10, y se sabe 
que son capaces de aumentar la capacidad fagocítica de los macrófagos (Noli y Miolo, 
2001; Varin y Gordon, 2009). Cabe la posibilidad de que los mastocitos sean capaces de 
inducir  la aparición del  fenotipo M2 en  los macrófagos gracias a  la actividad a nivel 
paracrino de estos mediadores, favoreciendo  la transición hacia un estado reparativo 




frecuente  aparición  de  los  mastocitos  junto  con  macrófagos  cargados  con 
hemosiderina,  así  como en  las  zonas donde  se observó un predominio del  fenotipo 
alternativo.  Sin  embargo,  para  poder  dilucidar  este  papel  en  la  cicatrización,  se 
necesitan más estudios. 
Por último,  los fenotipos de  los mastocitos, así como sus productos de secreción, son 


















propiedades  antiinflamatorias  e  inmunosupresoras  (Werner  y  Grose,  2003),  este 
menor  resultado  en  animales  sanos  parece  entrar  en  conflicto  con  la  menor 
inflamación  observada  en  este  grupo  a  lo  largo  del  estudio.  Esta  aparente 
contradicción es probablemente una consecuencia del propio efecto de esta citoquina 
al  reducir  la  inflamación.  CTRL‐S mostró  una menor  cantidad  de macrófagos  en  su 
tejido,  siendo  estos  leucocitos  unos  de  los  principales  productores  de  esta 
interleuquina  (Eming  y  cols.,  2007b;  Kenneth  Ward,  2008).  Asimismo,  los  niveles 
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los grupos  tratados  con hidrogel.  La alta presencia de neutrófilos  y macrófagos M1, 
principales encargados de  la  síntesis de esta  citoquina  (Werner y Grose, 2003; Hinz, 
2007; Barrientos y cols., 2008; Kenneth Ward, 2008), que aparecieron asociados a  las 
zonas de gel en degradación son seguramente la causa de este mayor nivel, ya que la 
presencia de reacción a cuerpo extraño puede potenciar  la  inflamación  (Broughton y 
cols., 2006). A partir del  tercer  tiempo de estudio  los niveles de  la  IL‐6  se  redujeron 
notablemente, siguiendo una progresión descrita previamente (Gallucci y cols., 2000), 
sin mostrar diferencias entre los grupos. 
Los  niveles  de  IFN‐γ  no  mostraron  diferencias  significativas  entre  los  grupos, 
observándose una  tendencia generalizada hacia una mayor expresión en  los  tiempos 
más  avanzados.  Se  han  descrito  efectos  inhibidores  de  la  cicatrización  para  esta 
citoquina (Miles y cols., 1994; Laato y cols., 2001; Ishida y cols., 2004), lo que explicaría 
su baja expresión en  los estadios  iniciales. Asimismo, el  IFN‐γ  es  capaz de  inhibir  la 




este  interferón  en  la  fase  de  remodelación,  ayudando  a  revertir  los  procesos 
proliferativos  y  fibrogénicos  activados  en  estadios  anteriores.  Esta  conjetura  es 
apoyada por otros estudios en los que se ha detectado presencia de IFN‐γ y TNF‐α en 
las fases tardías del proceso cicatrizal, capaces de estimular quimioquinas angiostáticas 
y  favoreciendo  la  resolución  de  la  inflamación  tardía  linfocitaria  por  apoptosis 
(Martins‐Green y cols., 2013). 




Barrientos  y  cols.,  2008;  Xu  y  cols.,  2013),  existen  estudios  con  resultados 
contradictorios, parcial o totalmente (Kämpfer y cols., 2000; Miao y cols., 2012). Esta 
disparidad de  resultados puede  ser achacable a múltiples  factores, como diferencias 
en los modelos animales (especie, tipo de diabetes experimental, edad y/o progresión 
de  la  patología),  en  los  defectos  (tipo  de  defecto,  tamaño,  manejo  de  la  herida, 
cobertura, etc.), en  la  recogida de muestras  (profundidad de  la biopsia, presencia o 







mediante ELISA arrojó  resultados por debajo de  los  límites de detección de manera 
consistente.  Estos  niveles  se  corresponden,  según  el  proveedor  de  los 
enzimoinmunoanálisis, con la presencia encontrada en sangre para animales sanos en 
condiciones  normales,  lo  que  indicaría  que  los  procesos  cicatrizales  no  están 
provocando respuestas  inflamatorias sistémicas, pudiendo estar  limitada su acción al 







5.5 PROLIFERACIÓN Y REMODELACIÓN TISULAR 
En el desarrollo de  los procesos de cicatrización,  la consecución de un cierre  lo más 
temprano posible es el principal objetivo de los mecanismos implicados (Bayat y cols., 
2003; Gurtner  y  cols.,  2008).  Para  ello,  el  organismo  ha  de  ser  capaz  de  reducir  la 
brecha cutánea en  la medida de  lo posible y generar un nuevo tejido de granulación 
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sobre  el  que  pueda  formarse  una  barrera  epitelial,  alcanzando  una  solución  de 
continuidad y evitando reaperturas de  la  lesión mediante  la formación de una matriz 
resistente.  Esto  se  logra  gracias  a  los  procesos  de  proliferación  celular,  síntesis  de 
nueva matriz extracelular y maduración de la misma (Singer y Clark, 1999; Williamson y 
Harding, 2004; Gurtner y cols., 2008). Puesto que las alteraciones de estos fenómenos 
debidos  a  la  diabetes  mellitus  y  la  hiperglucemia  asociada  han  sido  ampliamente 
descritas  (Brownlee,  2005; Goldin  y  cols.,  2006; Acosta  y  cols.,  2008; Peppa  y  cols., 
2009),  la valoración de estos procesos resulta de vital  importancia para  la evaluación 
de  los  efectos  de  los  tratamientos  aplicados.  En  nuestro  caso,  los  cinco  grupos  de 
estudio  lograron  alcanzar  porcentajes  de  cierre  similares.  Sin  embargo,  el  análisis 
microscópico detallado de  las muestras  reveló  importantes diferencias en  la  calidad 
del proceso cicatrizal entre ellos. 
Como  se  ha  expuesto  anteriormente,  los  animales  diabéticos  mostraron  una 
inflamación más intensa y prolongada en el tiempo, logrando una mejor resolución los 
grupos que recibieron tratamiento con hidrogeles cargados con heparina sin fraccionar 







propicia  un mejor  proceso  de  cicatrización,  especialmente  en  aquellas  heridas  cuya 
progresión está comprometida. Los dispositivos que favorecen este tipo de ambiente 
son  además  compatibles  y  adecuados  para  vehiculizar  sustancias  bioactivas  de  una 
manera  precisa  y  controlada  (Junker  y  cols.,  2013).  Efectivamente,  en  nuestro  caso 
pudo constatarse cómo  los animales a  los que  les  fueron aplicados  los hidrogeles de 
quitosano mostraron  una  superficie  tisular menos  dañada.  El  elevado  contenido  en 




los  que  la  desecación  del  tejido  expuesto  puede  agravar  la  curación  de  la  herida  y 
producir daño tisular adicional (Stadelmann y cols., 1998). 
Pese a que el proceso de reepitelización tuvo una aportación  limitada sobre el cierre 
de  la  herida,  debido  a  la  propia  fisiología  del  animal  de  experimentación  utilizado 




diferenciación de  los queratinocitos asociado a  la patología diabética  (Brem y Tomic‐
Canic,  2007).  La mejora  observada  del  proceso  epitelial  en  los  grupos  HEP  y  BEM 
puede deberse a varios factores. Por un lado, la generación de un tejido de granulación 
adecuado permite un correcto avance del nuevo epitelio, ya que supone un soporte 





2000;  Peplow,  2005;  Fujita  y  cols.,  2007; Norrby  y Nordenhem,  2010;  Liang  y  Kiick, 
2014; Sakiyama‐Elbert, 2014), como el FGF2 o el FGF7 (KGF), conocidos mitógenos de 
este  tipo  celular. Puesto que  la  epidermis  es una  importante  fuente de  factores de 
crecimiento  durante  la  cicatrización  (Werner  y  Grose,  2003;  Eming  y  cols.,  2007a; 







que  avanzaba  el  tiempo  de  estudio,  lo  que  parece  indicar  que  esta  proteína 
citoesquelética posee algún tipo de función durante la epitelización. Los queratinocitos 
poseen  gran  plasticidad;  cuando  son  activados  tras  la  lesión  sufren  una 








las  zonas  con  epitelización  avanzada,  en  las  que  los  queratinocitos  retornan  a  su 
estado diferenciado y vuelven a conformar un epitelio estratificado. 
Uno de  los efectos más  importantes causados por  los hidrogeles con heparinas fue  la 
mejor granulación  lograda por estos animales. En estudios in vitro se ha comprobado 
la capacidad de las heparinas para revertir la proliferación reducida que presentan los 
fibroblastos  de  úlceras  de  pacientes  diabéticos  (Hehenberger  y  cols.,  1998),  lo  que 
ayuda a explicar la mejor respuesta en la granulación de los grupos HEP y BEM frente a 
CTRL‐D. Además de  las  células del  sistema  inmune,  los  fibroblastos  también pueden 
influir  en  el  control  de  la  inflamación  crónica  (Buckley  y  cols.,  2001),  por  lo  que  la 
actividad de  las heparinas sobre estas células podría contribuir a  la mejor  resolución 
inflamatoria observada en HEP y BEM. 
Se ha descrito que en estudios experimentales de cicatrización en modelos animales 
diabéticos  tiene  lugar  una  granulación  deficiente,  con  una  síntesis  de  colágeno 
reducida  y  defectos  en  su maduración  (Broughton  y  cols.,  2006).  Esto mismo  fue 
observado en el presente trabajo, ya que desde el segundo tiempo de estudio (7 días) 
el grupo  control diabético mostró un  retraso notable en  la  formación de una nueva 




similar, un estudio  realizado por Kus y Bienkiewicz  (2006) mostró un aumento en  la 
síntesis de colágeno provocado por el tratamiento subcutáneo con heparinas,  lo que 




debe  tan  solo  a  la menor  inflamación,  sino  también  a  un  efecto  favorecedor  de  la 
síntesis de nueva matriz por parte de las heparinas. 
Durante  la  cicatrización,  la matriz  extracelular  no  es  simplemente  un  componente 
estructural  sintetizado  para  lograr  el  cierre,  sino  que  actúa  como  un  elemento 
dinámico  e  influyente  en  el  proceso.  En  este  aspecto  tienen  especial  relevancia  los 
estímulos  mecánicos,  así  como  las  interacciones  de  la  matriz  con  las  distintas 
poblaciones celulares y con  los  factores de crecimiento  (Eckes y cols., 2010; Eming y 
Hubbell,  2011;  Schultz  y  cols.,  2011;  Volk  y  cols.,  2013).  Debido  a  ello,  las 
modificaciones de la matriz causadas por la diabetes afectan a los procesos de síntesis 
y  remodelación de  la misma.  La  glicación del  colágeno  causa una disminución en  la 
unión  y  proliferación  de  los  fibroblastos,  mayor  rigidez  y  un  aumento  del  estrés 
oxidativo y  la apoptosis asociada (Liao y cols., 2009; Loughlin y Artlett, 2009; Peppa y 
cols.,  2009;  Loughlin  y  Artlett,  2010),  lo  que  ayuda  a  explicar  en  parte  la  menor 
respuesta de CTRL‐D en cuanto a la formación de un nuevo tejido. Sin embargo, resulta 
poco  probable  que  los  hidrogeles  funcionalizados  sean  capaces  de  actuar  sobre  el 
estado de glicación de  la matriz, por  lo que su acción procicatrizante debe actuar en 
otro ámbito. 
Uno  de  los  posibles  mecanismos  a  través  del  cual  los  hidrogeles  cargados  con 





por  la  glicación  inespecífica  que  pueden  sufrir  (Goldin  y  cols.,  2006;  Peppa  y  cols., 
2009). Sin embargo,  la unión de estos  factores a  la heparina  les dota de una mayor 
resistencia  a  estas  reacciones  (Nissen  y  cols.,  1999;  Peplow,  2005;  Norrby  y 
Nordenhem, 2010), permitiendo una mayor actividad de  los mismos. Esto ayudaría a 
explicar  la mejor granulación de  los grupos HEP y BEM, en  los que se entraría en un 
estado de síntesis neta de matriz. 
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El análisis de la expresión génica de FGF2, VEGF‐A y TGF‐β1 parece apoyar esta teoría. 
La  cuantificación mediante  qPCR  del mRNA  de  estos  genes  no mostró  diferencias 
significativas entre  los grupos en ningún tiempo de estudio, por  lo que  los diferentes 
resultados en  la  cicatrización observados no  se deben a un efecto de  los hidrogeles 
sobre  la  expresión  de  factores  de  crecimiento.  Por  tanto,  parece  probable  que  el 
mecanismo  de  actuación  de  los  apósitos  empleados  implique  una  estabilización  de 
estas moléculas mediada por la heparina y la bemiparina cargada en los hidrogeles de 
quitosano.  Aunque  Carrol  y  Koch  (2003)  han  descrito  que  la  adición  de  heparina  a 
cultivos  celulares  de  fibroblastos  provoca  un  aumento  en  la  síntesis  de  factores  de 
crecimiento,  la  procedencia  de  cada  tipo  de  cultivo  celular  a  partir  de  un  único 





Los  perfiles  de  expresión  observados  para  el  VEGF‐A  y  el  FGF2 mostraron  niveles 
estables  del  primero  a  lo  largo  del  estudio, mientras  que  el  segundo  aumentó  su 





lesión,  para  posteriormente  ir  reduciendo  su  nivel.  La  inducción  de  este  factor  de 
crecimiento a los 7 días ha sido también descrito por otros autores (Frank y cols., 1996; 
Pakyari  y  cols.,  2013),  y  coincide  en  el  tiempo  con  la  aparición  en  el  tejido  de 
granulación  de  los miofibroblastos  (Werner  y  cols.,  2007).  El  TGF‐β1  es  un  potente 
inductor de  la diferenciación hacia este tipo celular (Desmoulière y cols., 2005; Boo y 
Dagnino  2013;  Finnson  y  cols.,  2013)  y,  por  su  parte,  los  miofibroblastos  son  los 
principales secretores de matriz extracelular durante la reparación cutánea (Hinz 2007; 
Klingberg  y  cols.,  2013).  Esto  explicaría  los  patrones  de  expresión  similares  que  se 




proteínas matriciales  coincide  con  lo  observado  por  Rodero  y  cols.  (2013),  quienes 






Hinz,  2010;  Finnson  y  cols.,  2013),  aunque  la  organización  y  engrosamiento  de  las 





este  tipo  celular  desaparece  por  apoptosis  durante  la  maduración  de  la  herida 
(Greengalgh, 1998). Los grupos tratados con hidrogel mostraron una presencia discreta 
de estas células a 21 días con tendencia a aparecer en  la superficie del tejido, siendo 




resto  de  los  grupos.  Ya  que  los  miofibroblastos  son  considerados  los  principales 
productores de matriz extracelular durante la reparación (Hinz, 2007; Klingberg y cols., 
2013),  contrasta  el  hecho  de  que  este  grupo  presente  un  tejido  de  granulación  de 
reducido  espesor  y  pobre  en  colágeno.  La  explicación más  plausible  parece  ser  la 
existencia  de  inflamación  persistente  en  este  grupo  y  la  alta  actividad  proteasa 
asociada a ella (Nwomeh y cols., 1999; Parks, 1999; Vaalamo y cols., 1999; Lobmann y 
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De  manera  general,  la  distribución  y  organización  de  los  miofibroblastos  mostró 
patrones que resultan interesantes. Su presencia, en un principio abundante en todo el 
tejido de granulación fue gradualmente limitándose a la zona superficial. Asimismo, se 
observó  su  presencia  en  los  bordes  de  la  herida,  en  muchas  ocasiones  cortados 
transversalmente  en  las  preparaciones  histológicas.  Esta  distribución  sugiere  la 
colaboración de dos fuerzas ejercidas por este tipo celular actuando coordinadamente 
para contraer el tejido y aproximar los bordes. Por un lado, los miofibroblastos de  los 
bordes  ejercerían  una  contracción  de  los  bordes  formando  un  anillo  contráctil. 
Adicionalmente,  en  la  zona  central  se  producirían  tracciones  centrípetas  sobre  los 
bordes,  actuando  más  superficialmente  a  medida  que  avanza  el  proceso,  lo  que 
causaría  el perfil  inclinado  de  los  bordes  y  la morfología  troncocónica  del  tejido  de 
granulación característicos de la cicatrización en este modelo. Esto, no obstante, es tan 
solo  una  hipótesis,  y  se  requieren    estudios  histológicos  adicionales  para  su 
confirmación. 
En  cuanto  a  la  diferente  organización  de  los  miofibroblastos  entre  los  grupos  de 
estudio, se pudo observar una menor organización de los mismos en los grupos CTRL‐D 
y  PLCB.  A  diferencia  de  CTRL‐S,  HEP  y  BEM,  que  mostraron  una  propensión  al 
alineamiento  de  estas  células  a  lo  largo  de  la  preparación,  estos  dos  grupos 
presentaron patrones menos uniformes, con una mayor frecuencia de miofibroblastos 
seccionados  transversalmente.  Puesto  que  las  preparaciones  histológicas  están 
realizadas  siguiendo  el  eje  antero‐posterior,  la  diferente  organización  de  los 
miofibroblastos  en  CTRL‐D  y  PLCB  parece  estar  relacionada  con  el  cierre  ojival 
observado macroscópicamente en estos grupos. 
Además de su empleo en el estudio de los miofibroblastos, el marcaje de la αSMA nos 
permitió  cuantificar  la  vascularización  en  el  tejido  de  granulación  neoformado.  En 
todos  los grupos, a día 7, pudo observarse  la aparición de nuevos vasos  sanguíneos 
irradiando desde el músculo subyacente y los bordes hacia la superficie para lograr el 
restablecimiento  del  aporte  de  oxígeno  (Stadelmann  y  cols.,  1998).  La  presencia  de 
vasos aumentó a los 14 días tras la lesión en todos los grupos, sin mostrar diferencias 
significativas entre los grupos en ninguno de estos dos tiempos de estudio. En cambio, 
las observaciones  a día 21 mostraron notables diferencias en  la evolución de  la  red 
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vascular.  CTRL‐S  mostró  una  importante  regresión  en  su  vasculatura,  siguiendo  la 




En  cambio,  los  resultados observados en  los grupos HEP  y BEM  indicaron un efecto 
favorable de  los hidrogeles  funcionalizados con heparinas, ya que en estos grupos  la 
vasculatura mostró signos de retracción. Aunque no se consiguió alcanzar la respuesta 
observada  en  los  controles  sanos,  la  aplicación  de  los  hidrogeles  con  heparina  no 
fraccionada  o  bemiparina  logró  acelerar  el  proceso  cicatrizal  diabético  y  romper  el 
estancamiento del proceso observado en CTRL‐D y PLCB. 
 
5.6 VALORACIÓN GLOBAL DE LA CICATRIZACIÓN 
La mejor respuesta en la remisión de la inflamación observada en los grupos tratados 





2005; Hochart  y  cols.,  2008; Mousa,  2010;  Lakshmi  y  cols.,  2011),  por  lo  que  en  la 
mejora  de  la  inflamación  asociada  a  la  diabetes  observada  en  estos  grupos  la 
intervención de ambos  tipos de heparina parece clara. Adicionalmente, el quitosano 
también  es  capaz  de modular  la  respuesta  inflamatoria  y  actuar  contra  invasiones 
microbianas (Dai y cols., 2011),  lo que también supone un efecto beneficioso en este 
tipo de heridas. 
La aceleración en  la remisión de  la  inflamación en  los grupos diabéticos tratados con 
hidrogeles  funcionalizados  permitió  a  su  vez  que  las  heridas  mostraran  un  mejor 
proceso  de  formación  de  nuevo  tejido,  así  como  una  inducción más  temprana  del 
mismo. No  obstante,  se  ha  descrito  que  los  procesos  proliferativos,  sintéticos  y  de 
remodelación  que  ocurren  durante  la  cicatrización,  especialmente  en  condiciones 
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comprometidas,  también  son  potenciados  por  los  tratamientos  con  heparina  y/o 
quitosano  (Kratz y cols., 1998; Ueno y cols., 2001; Kalani y cols., 2003; Rullan y cols., 
2008; Dai y cols., 2011; Lakshmi y cols., 2011; Azuma y cols., 2015), aportando ventajas 











o  la  trombocitopenia  inducida  por  heparina  (Hirsh  y  Raschke,  2004;  Nowak,  2009; 




aspecto  (Hirsh  y  Raschke,  2004; Merli  y Groce,  2010; Mousa,  2010)  por  lo  que,  en 
principio, los hidrogeles cargados con heparina podrían considerarse más seguros para 
su empleo. 
Teniendo  en  cuenta  de manera  global  los  resultados  en  los  parámetros  y  procesos 
estudiados  de  los  cinco  grupos  a  lo  largo  del  tiempo,  pudieron  establecerse 
importantes diferencias en los procesos cicatrizales de los mismos. 
El  grupo  CTRL‐S  siguió  un  patrón  de  cicatrización  normal, mostrando  características 
propias  de  las  tres  fases  del  proceso  reparativo  de manera  progresiva  y  ordenada, 
alcanzando  finalmente un  tejido nuevo con celularidad  reducida por  los procesos de 
maduración, y una matriz densa y bien organizada. Por el contrario, el grupo CTRL‐D 
mostró  un  importante  retraso  en  el  proceso,  con  una  inflamación  sostenida  en  el 
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tiempo e  importantes  carencias en  la  formación del  tejido de  granulación,  tanto en 




cicatrización,  como  el  control  de  la  inflamación  y  reducción  del  daño  tisular,  los 
mejores resultados de los grupos diabéticos se observaron en los grupos HEP y BEM. La 
aplicación de hidrogeles  funcionalizados  con ambos  tipos de heparina  logró mejorar 
los  procesos  inflamatorios,  la  epitelización  y  la  formación  de  un  nuevo  tejido  de 
granulación. Aunque estos  grupos no  alcanzaron  los  resultados que presentaron  los 
controles  sanos,  sí  que  consiguieron  mejorar  de  manera  significativa  el  proceso 
cicatrizal  observado  en  CTRL‐D,  tanto  en  la  calidad  de  la  cicatrización  como  en  la 
aceleración de la misma. 
Si  bien  las  heridas  de  tamaño  considerable,  como  los  defectos  realizados  en  este 
trabajo, pueden presentar diferentes estados y fases de la cicatrización a lo largo de su 
extensión  (Greengalgh, 1998; Falanga, 2005),  la valoración global de  las heridas y  su 
evolución  hasta  el  final  del  estudio  dieron  como  resultado  la  predominancia  de 
diferentes  fases en cada grupo a día 21. CTRL‐S mostró claras características de una 
fase  de  remodelación,  mientras  que  CTRL‐D  permaneció  estancada  en  un  estado 
inflamatorio/proliferativo. PLCB mostró un perfil ligeramente más avanzado que CTRL‐




en  rata  diabética  tras  la  aplicación  de  hidrogeles  de  quitosano  cargados  con UFH  o 
bemiparina  indican  la  existencia  de  un  efecto  beneficioso  de  los mismos  sobre  el 
proceso reparativo en el modelo diabético experimental empleado. 
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5.7 TERAPIAS EMPLEADAS PARA LA MEJORA DE LA 
CICATRIZACIÓN COMPROMETIDA 
Debido a  la  importancia sanitaria que suponen  las heridas crónicas, y en especial  las 
úlceras asociadas a diabetes, la investigación para la búsqueda de nuevos dispositivos 
y estrategias  terapéuticas es muy extensa. Existe una  ingente cantidad de estudios a 
distintos  campos  y  niveles,  incluyendo  ciencia  de materiales,  experimentos  in  vitro, 
estudios in vivo y pruebas clínicas, cuyo objetivo es conseguir mejorar los procesos de 
cicatrización. 
Durante  las  últimas  décadas,  el  desarrollo  de  la  Ingeniería  Tisular  ha  permitido  el 





desconocimiento  y  escepticismo  frente  a  las  nuevas  terapias  (Metcalfe  y  Ferguson, 
2007a). 
Se  han  empleado  distintos  tipos  de  terapia  celular  para  el  tratamiento  de  heridas 
crónicas,  incluyendo modelos de cicatrización  isquémica y diabética. Dentro de estas 
aproximaciones, se han empleado células de distinta naturaleza, tanto tipos celulares 
diferenciados  (principalmente  fibroblastos  y  queratinocitos)  como  células madre  de 
diferentes  orígenes  (médula  ósea,  tejido  muscular,  adiposo,  etc.),  con  resultados 




Desafortunadamente, este  tipo de  terapias presenta  inconvenientes a  la hora de ser 
aplicados. Uno  de  los  principales  a  considerar  es  la  fuente  celular,  siendo  la mejor 
opción  la procedencia autóloga. Sin embargo, el  tiempo necesario para establecer y 
propagar  un  cultivo  de  este  tipo  puede  resultar  demasiado  largo  para  muchas 
aplicaciones  en  las  que  se  requiere  un  tratamiento  rápido  (Metcalfe  y  Ferguson, 
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2007b). Un problema adicional de  la  terapia celular autóloga para el  tratamiento de 
lesiones  diabéticas  es  la  disfunción  de  los  tipos  celulares  causada  por  la  patología. 
Aunque hay algunos parámetros en  los que no  se han encontrado diferencias entre 
células  sanas  y  diabéticas  en  cultivo,  como  en  la  expresión  de  mediadores 
proinflamatorios en queratinocitos (Brandner y cols., 2008), existen múltiples estudios 
describiendo diferencias persistentes, como la reducción en la migración, proliferación 
y  respuesta  a  hipoxia,  en  células  procedentes de  sujetos diabéticos  (Hehenberger  y 
cols. 1998;  Loots  y  cols., 1999; Okano  y  cols., 2002;  Lerman  y  cols.,  2003; Menke  y 
cols.,  2007).  Estos  factores  suponen  una  importante  limitación  de  la  terapia  celular 
autóloga en cuanto a su utilidad y potencial terapéutico en pacientes diabéticos. 
Dentro  de  este  campo,  el  empleo  de  sustitutos  cutáneos  para  el  tratamiento  de 
úlceras de difícil  curación  supone una prometedora  terapia.  Sin embargo, el uso de 
este  tipo  de  constructos  presenta  ciertos  problemas  como  una  reducida 
vascularización, ausencia de estructuras diferenciadas, persistencia celular en  injertos 
heterólogos, propiedades mecánicas no adecuadas, problemas de biocompatibilidad y 
difícil manejo  por  parte  del  personal  sanitario,  a  lo  que  ha  de  añadirse  en muchos 
casos los inconvenientes de la terapia celular anteriormente expuestos. Aunque en un 
futuro el uso de este tipo de dispositivos supondrá una gran mejora en el tratamiento 
de heridas  comprometidas, aún es necesario  continuar  investigando para demostrar 





Durante  las  últimas  décadas,  los  tratamientos  tópicos  con  factores  de  crecimiento 
para  la  mejora  de  la  cicatrización  comprometida  han  sido  objeto  de  extensa 
investigación.  El  objetivo  de  estas  terapias  experimentales  es  intentar  restaurar  los 
valores  de  estos mediadores  claves  de  la  cicatrización,  cuyos  niveles  y  funciones  se 
encuentran alterados en este  tipo de  lesiones  (Bennet y cols., 2003; Werner y Grose 
2003;  Menke  y  cols.,  2007;  Menke  y  cols.,  2008;  Eming  y  cols.,  2010;  Günter  y 
Machens, 2012). 




clínicos.  Podemos  encontrar  entre  estos  trabajos  aplicaciones  tópicas  de  PDGF‐BB 
(Wieman  y  cols.,  1998; Margolis  y  cols.,  2005),  FGF1  (Huang  y  cols.,  2011),  FGF2 
(Akasaka y cols., 2004; Uchi y cols., 2009), VEGF (Galiano y cols., 2004b), EGF (Tsang y 
cols.,  2003; Dogan  y  cols.,  2009;  Fernández‐Montequín  y  cols.,  2009;  Tuyet  y  cols., 
2009), TGF‐β1  (Pastar y cols., 2010; Pakyari y cols., 2013), TGF‐β3  (Occleston y cols., 
2011; Günter  y Machens,  2012),  HGF  (Ono  y  cols.,  2004a),  PGF  (Cianfarani  y  cols., 
2006),  CTGF  (Henshaw  y  cols.,  2015)  y  GM‐CSF  (Fang  y  cols.,  2010),  por  citar  solo 








de ellos,  tras  la  realización de pruebas clínicas, han dado  resultados decepcionantes; 





adverso  en  el  que  han  de  ser  aplicados.  Como  ya  se  ha  descrito,  el  ambiente 
marcadamente  proteolítico  de  las  heridas  crónicas  persistentes  provoca  una menor 
disponibilidad de  factores de  crecimiento debido  a  su  rápida destrucción. Esto hace 
que su aplicación tópica sufra el mismo problema, por lo que para poder aumentar su 
eficacia han de aplicarse estrategias que protejan a estas proteínas (Barrientos y cols., 





una  reducción  de  su  eficacia  (Ahmed,  2005;  Goldin  y  cols.,  2006;  Nishikori  y  cols., 
2014).  También  ha  de  tenerse  en  cuenta  que  una  aplicación  tópica  de  factores  de 
crecimiento sobre esta heridas puede no hallar una población celular adecuada y capaz 
de  responder de manera  correcta  a  este  tratamiento  (Falanga,  2005; Pastar  y  cols., 
2010). Asimismo, no se pueden excluir  los efectos sistémicos de  la aplicación  local de 
factores de crecimiento (Galiano y cols., 2004b). Existe además un problema adicional 
con  estos  tratamientos  que  ha  de  ser  valorado  cuidadosamente.  El  proceso  de 
cicatrización presenta muchas similitudes con el cáncer, y es relativamente frecuente 
el desarrollo de  tumores  en  zonas de heridas  crónicas, principalmente debido  a  los 
procesos  inflamatorios  y  estrés  oxidativo  descontrolados  (Eming  y  cols.,  2007a; 
Gurtner y cols., 2008; Schäfer y Werner 2008b). Debido a ello, la adición de factores de 
crecimiento puede suponer un estímulo adicional, por lo que su uso ha de plantearse 
con  extrema  precaución.  Por  ello,  parece  razonable  que  la  estabilización  de  los 
factores de crecimiento  intrínsecos a  la propia herida, como  favorecen  las heparinas 
de  los  hidrogeles  que  hemos  empleado,  resulte  una  estrategia más  segura  que  la 
adición de factores de crecimiento exógenos. 
La  búsqueda  de  tratamientos  efectivos  para  su  empleo  en  la  curación  de  heridas 
crónicas y úlceras asociadas a diabetes ha seguido muchos otros caminos más allá de 
los  expuestos  hasta  ahora,  explorando  la  utilidad  de  diversas  terapias,  moléculas, 




de  forma  tópica  (Hoffman  y  cols.,  2011)  o  vehiculizados  en  apósitos  (Schönfelder  y 
cols., 2005;  Lobmann y  cols., 2006), aplicación de  fármacos  como estatinas  (Toker  y 
cols., 2009) y beta‐bloqueantes (Romana‐Souza y cols., 2009), empleo de proteínas de 
diversa  índole  como  fibronectina  (Qiu  y  cols.,  2007)  o  calreticulina  (Greives  y  cols., 
2012),  preparados  con  remedios  naturales  y  tradicionales  como  combinaciones  de 
hierbas medicinales  (Tam y cols., 2011) u hongos  (Kwon y cols., 2009),  terapias anti‐
ROS (Schäfer y Werner 2008a) incluyendo el uso de curcumina (Panchatcharam y cols., 
2006), tratamientos con siRNA para inducir muerte celular selectiva (Kim y Yoo, 2013) 
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o inhibir apoptosis excesiva (Nguyen y cols., 2010), aplicación de vidrios bioactivos (Lin 






en  esta  ruta  y  en  la  actividad  de  su  ligando más  estudiado,  Sonic  hedgehog  (Shh), 
asociadas a  la patología diabética en  los procesos de cicatrización. A este respecto se 
han  llevado  a  cabo  estudios  en  los  que  se  ha  demostrado  una  mejora  de  la 
cicatrización  en  modelos  de  diabetes  mediante  tratamientos  orientados  a  la 
compensación de estas deficiencias  (Asai y cols., 2006; Luo y cols., 2009; Dunaeva y 
cols.,  2010;  Dashti  y  cols.,  2012;  Park  y  cols.,  2012; Wang  y  cols.,  2013).  El  gran 
potencial de esta  línea de  investigación hace que  su desarrollo para  la obtención de 
posibles terapias avanzadas resulte de gran interés. 
Durante décadas,  la heparina, y posteriormente su derivado de bajo peso molecular, 
han  sido  utilizadas  como  anticoagulantes  en  la  práctica  clínica.  Sin  embargo,  las 
características  estructurales  de  estos  glicosaminoglicanos  y  su  capacidad  de 
interacción con una gran variedad de moléculas provocan que tanto  la UFH como  las 
LMWH ofrezcan diversas  aplicaciones en  los  campos del diseño de biomateriales,  la 
oncología y  la  reparación de  lesiones  (Hirsh y Raschke, 2004; Peplow, 2005; Norrby, 
2006; Hirsch y cols., 2007; Hochart y cols., 2008; Mousa, 2010). 
El  efecto  de  las  heparinas  en  la  cicatrización  cutánea  ha  sido  investigado  en  varios 
estudios,  entre  los  que  existen  discrepancias.  Civelek  y  cols.  (2007)  administraron 
dalteparina subcutánea en un modelo de cicatrización  incisional en rata, concluyendo 
que  existía  un  efecto  negativo  sobre  el  proceso.  Sin  embargo,  estas  asunciones  se 
basaban en una mayor apoptosis y menor proliferación en el grupo tratado con LMWH 




Apoyando  el  papel  favorecedor  de  las  heparinas  en  la  cicatrización  se  encuentran 
estudios  como  el  de  Hehenberger  y  cols.  (1998),  en  el  que  se  observó  una 
recuperación de  la capacidad proliferativa en  fibroblastos procedentes de úlceras de 
pacientes diabéticos gracias a  la adición de heparina, o el de Lakshmi y cols.  (2011), 
donde  la  aplicación  de  colágeno  cargado  con  heparina mostró  una  reducción  de  la 
inflamación en un modelo cicatrizal de quemadura en  rata. Existen además estudios 
clínicos  en  los  que  la  administración  subcutánea  de  LMWH  (dalteparina) mejoró  la 
cicatrización  de  úlceras  en  pacientes  diabéticos  (Kalani  y  cols.,  2003).  De  manera 












que  se  incluyen  el  empleo  de  micropartículas  poliméricas  para  tratamiento  de 
trombosis (Oliveira y cols., 2011) o para una posible administración oral (Javot y cols., 
2009; Javot y cols., 2010), nanogeles para prevención de fibrosis hepática (Lee y cols., 
2011),  matrices  para  regeneración  ósea  (Lin  y  cols.,  2008),  recubrimientos  de 
xenoimplantes  vasculares  para  impedir  trombosis  (Wang  y  cols.,  2007)  e  hidrogeles 
funcionalizados  para  prevenir  hiperplasia  intimal  (Beamish  y  cols.,  2009),  por  citar 
solamente algunas de las más relevantes entre la multitud de ellas (Liang y Kiick, 2014; 
Sakiyama‐Elbert, 2014). 
De manera  adicional,  además de  su uso  como  ingrediente  activo,  se  han  empleado 
tanto heparina no fraccionada como de bajo peso molecular como componentes de la 
propia estructura de los biomateriales (Liang y Kiick, 2014; Sakiyama‐Elbert, 2014). Una 
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de  las aplicaciones más  frecuentes de  las heparinas en  la  fabricación de este  tipo de 
materiales es  la de servir como portadora de factores de crecimiento. En este campo 
se  han  realizado  múltiples  estudios  empleando  distintos  tipos  de  dispositivos  y 
formulaciones (Yao y cols., 2006; Nie y cols., 2009; Sun y cols., 2009; Mori y cols., 2010, 




Sin  embargo, más  allá  de  la  capacidad  de  estos  glicosaminoglicanos  para  funcionar 
como portadores de  factores de  crecimiento, en este estudio  resulta  clave el efecto 
protector  y potenciador de  su actividad que  supone esta  interacción. En  las heridas 




interaccionar  con  factores  de  crecimiento  cruciales,  como  los  FGFs  y VEGF,  y  se  ha 




propiedad es que, al aumentar  la vida media y actividad de  factores de  crecimiento 
endógenos,  permite  una mejor  cicatrización  sin  necesidad  de  aportación  exógena, 
evitando  los posibles efectos negativos de esta administración, como se ha discutido 
previamente. De manera adicional, la acción antiinflamatoria de las heparinas ayuda a 









para  su  administración  y  pudiendo  delegarlo  en  el  propio  paciente.  Esta  menor 
longitud  de  sus  cadenas  también  provoca  una  actividad  anti‐FactorIIa  más  baja, 
reduciendo el riesgo de sangrado. Además,  las LMWH han mostrado un menor riesgo 
de  incidencias  asociadas  al  uso  de  heparina,  como  la  osteoporosis  o  la 
trombocitopenia  inducida por heparina  (Hirsh y Raschke, 2004; Merli y Groce, 2010; 
Mousa,  2010).  Debido  a  ello,  las  heparinas  de  bajo  peso  molecular  suponen  una 
alternativa más segura a  la heparina sin fraccionar, por  lo que su uso en aplicaciones 
de  reparación cutánea  resultaría más adecuado, al presentar efectos  similares  sobre 
estos procesos. 
La elección de la bemiparina en el desarrollo de este trabajo frente a otras heparinas 
de bajo peso molecular  se debe al excelente perfil  farmacológico que posee y a  sus 
superiores características. Esta LMWH presenta un menor peso molecular medio que 
otras  preparaciones  de  este  tipo,  por  lo  que  su  vida media  es mayor  y  su  ratio  de 
actividad  anti‐FactorXa/anti‐FactorIIa  es menor,  lo  que  provoca  un menor  riesgo  de 





y  a  otras  LMWH,  debido  a  la  estructura  química  conferida  por  su  método  de 
despolimerización y al menor peso molecular que posee (Franzè y cols., 2015). 
Con respecto a su papel en la cicatrización, un estudio de Rullan y cols. (2008) mostró 
una  mejora  de  esta  en  pacientes  diabéticos  tras  la  aplicación  de  bemiparina 
subcutánea. Con resultados en este mismo sentido, ha sido recientemente publicado 
un estudio  relacionado  con esta  Tesis Doctoral, en el  cual  se pone de manifiesto  la 
capacidad de la bemiparina para mejorar la cicatrización comprometida (Reyes‐Ortega 
y  cols.,  2015).  En  este  trabajo,  se  desarrolló  un  sistema  bifásico  de  liberación 
controlada  y  secuencial  del  péptido  N‐terminal  de  la  proadrenomedulina  y  de 
nanopartículas  de  bemiparina,  el  cual  fue  aplicado  en  un modelo  de  cicatrización 
comprometida por  isquemia en oreja de  conejo.  Los  resultados obtenidos muestran 
una notable mejora en el proceso cicatrizal, poniendo de manifiesto la capacidad de la 





notable  candidato  para  ser  empleado  en  aplicaciones  de  cicatrización  cutánea.  Sus 
características como biomaterial natural no tóxico y biodegradable son adecuadas para 
su  uso  sobre  heridas.  Sin  embargo,  sus  principales  ventajas  provienen  de  sus 
actividades  específicas  sobre  el  proceso  cicatrizal.  Una  de  ellas  es  su  actividad 
antimicrobiana,  siendo  efectivo  contra  hongos  como  Candida  spp,  bacterias  Gram‐
positivas  y,  en menor medida,  Gram‐negativas  (Dai  y  cols.,  2011).  El  control  de  la 
infección resulta crucial en las úlceras asociadas a diabetes, en las que se ha descrito la 
presencia  de  múltiples  tipos  de  microorganismos,  así  como  la  formación  de 
biopelículas o “biofilms” (Scales y Huffnagle, 2013; Zhao y cols., 2013). La importancia 
de  esta  actividad  radica  en  la  mayor  propensión  de  los  pacientes  diabéticos  al 
desarrollo  de  infecciones  debido  a  las  roturas  cutáneas,  a  alteraciones  en  la 
sudoración,  a  la  elevada  glucemia  y  a  la  existencia  de  una  función  leucocitaria 
comprometida  (Greenhalgh, 2003; Acosta y cols., 2008). El efecto antimicrobiano del 
quitosano, unido a sus efectos potenciadores de  la granulación y síntesis de matriz, y 
su  capacidad  para modular  el  proceso  inflamatorio  (Ueno  y  cols.,  2001; Dai  y  cols., 
2011; Azuma  y  cols., 2015) hacen de este polímero una muy útil herramienta en el 
tratamiento  de  úlceras  diabéticas,  cuya  cicatrización muestra  deficiencias  en  estos 
procesos (Greenhalgh, 2003; Falanga, 2005). 
Las  capacidades  procicatrizantes  del  quitosano  han  sido  comprobadas  en  diversos 
modelos.  Algunos  ejemplos  son  el  uso  de  geles  fotoentrecruzados  (Ishihara  y  cols., 




el  EGF  en  películas  de  quitosano  (Lee  y  cols.,  2014),  PDGF  en  geles  de  colágeno  y 





de  la  inflamación,  la  epitelización,  la  angiogénesis  y  el  aumento  de  resistencia 
mecánica del tejido cicatrizal. 














y cols.  (2002), al que añadieron FGF2, observando una mejora de  la granulación y  la 
vascularización de defectos excisionales. No obstante, el estudio solamente alcanza los 
16  días,  por  lo  que  no  es  posible  evaluar  los  efectos  a  largo  plazo  de  este  tipo  de 
funcionalización sobre la remisión de la fase proliferativa necesaria para la maduración 
tisular. 
Debido  a  la  favorable  interacción  iónica  entre  el  quitosano  y  la  heparina  (Peplow, 
2005) se han diseñado diversas preparaciones empleando ambos componentes, como 
nanoconstructos para administración oral de LMWH (Paliwal y cols., 2012) o criogeles 
con  nanopartículas  de  quitosano/bemiparina  (Peniche  y  cols.,  2013).  Además  de  su 
empleo  como  agente  encapsulante,  se  han  realizado  estudios  sobre  el  empleo  de 
quitosano y quitosano modificado catiónicamente como neutralizadores de  la acción 
anticoagulante  de  la  heparina,  en  sustitución  del  sulfato  de  protamina  (Kamiński  y 
cols., 2010). 
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Un tipo de aplicación de conjugados de quitosano y heparina en cicatrización cutánea 
fue  descrita  por  Kratz  y  cols.  (1998).  En  este  estudio,  a  pacientes  sometidos  a 
autoinjertos cutáneos les fueron aplicadas membranas de quitosano y heparina sobre 
los  defectos  de  grosor  parcial  realizados  como  fuente  del  injerto.  Los  autores 
observaron una mejor epitelización de  la zona cubierta con  la membrana, aunque no 
se  valoraron más  aspectos  del  proceso  reparativo,  siendo  además  el  tipo  de  lesión 
utilizada poco representativa de lesiones comprometidas. 
En un modelo de  cicatrización excisional en  rata, Kweon  y  cols.  (2003) utilizaron un 
hidrogel de quitosano soluble en agua acomplejado con heparina. Este grupo observó 
una  disminución  del  defecto  15  días  después  de  la  realización  del  mismo  en 
comparación  con  heridas  descubiertas,  argumentando  una  regeneración  de  la  piel, 
incluidos  los  anexos  cutáneos.  Esta  afirmación  resulta  cuestionable,  ya  que 
posiblemente sus observaciones correspondan tan solo a una mayor aproximación de 
los bordes causada por la contracción de la herida, como se observa en sus imágenes. 
Aunque  las  diferencias  entre  los  grupos  resultan  interesantes,  sería  necesario  un 
estudio más detallado del tejido, así como de otros tiempos de estudio para valorar el 
proceso cicatrizal. 
Fujita  y  cols.  (2004)  desarrollaron  hidrogeles  de  quitosano  y  heparinoide  (heparina 
oxidada con peryodato) cargados con FGF2, demostrando su capacidad angiogénica en 
un modelo  subcutáneo. En un  trabajo posterior  (Fujita y  cols., 2007) emplearon ese 
mismo  hidrogel  mediante  inyección  subcutánea  en  modelos  de  ratón  db/db  y  de 
isquemia de extremidad en rata. Sin embargo, la evaluación realizada en estos trabajos 
resulta  incompleta,  pues  tan  solo  tienen  en  cuenta  el  aumento  en  la  angiogénesis, 
cuya medida realizan de forma indirecta mediante la determinación de la cantidad de 
hemoglobina,  con  un  análisis  tisular  limitado  a  la  observación  de  neutrófilos 
degradando el hidrogel y de “la formación de una pleura  lisa y brillante alrededor del 
hidrogel”. Aunque la capacidad angiogénica de estos preparados resulta interesante, la 
falta de datos  sobre  sus efectos más allá de  la vascularización hace que  se planteen 
dudas  sobre  su  seguridad  y  actividad  al  tener  en  cuenta  la  adición de  un  factor  de 
crecimiento,  especialmente  uno  tan  pleiotrópico  como  el  FGF2.  Asimismo,  aunque 





Por último,  el hecho de que existan  tantas  aproximaciones experimentales distintas 
con las que se observa algún grado de mejora sobre la cicatrización diabética pone de 
manifiesto  la  complejidad de  la  alteración de  los procesos  reparativos  causados por 




5.8 CONSIDERACIONES FINALES 
Durante el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha llevado a cabo el diseño, aplicación 
y evaluación de un dispositivo de aplicación  tópica para  la mejora de  la cicatrización 
comprometida por diabetes. 
Los hidrogeles de quitosano funcionalizados con heparina sin fraccionar o bemiparina 
mostraron excelentes  características para  su empleo  sobre este  tipo de  lesiones.  La 
mejora  global observada en el proceso  cicatrizal debida  a  su  aplicación  resulta muy 
interesante, ya que estos hidrogeles fueron capaces de producir cambios beneficiosos 
en  los procesos característicamente alterados en estas  lesiones, como  la  inflamación 
descontrolada  y  la  falta  de  progresión  de  la  herida  (Greenhalgh,  2003;  Jeffcoate  y 
Harding, 2003; Falanga, 2005; Wicks y cols., 2014). A esto ha de añadirse la ausencia de 
efectos  tóxicos,  la  facilidad  y  versatilidad  de  su  aplicación,  y  el  bajo  coste  de  su 
preparación.  Todo  ello  hace  que  estos  apósitos  de  hidrogel  puedan  ser  planteados 
como  una  alternativa  de  gran  utilidad  en  el  tratamiento  de  las  úlceras  asociadas  a 
diabetes. 
Actualmente,  las  recomendaciones  para  el  tratamiento  de  las  úlceras  en  pacientes 
diabéticos  siguen  un  protocolo  general  de  control  de  la  evolución  de  la  herida, 
desbridamiento,  tratamiento  con  antibióticos  para  evitar  infecciones  y  descarga,  en 
caso de ser necesaria. En aquellas heridas que no demuestran progresión se plantea el 
empleo de terapias avanzadas (como factores de crecimiento o terapia celular) o más a 
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largo plazo la cirugía reconstructiva (Brem y cols., 2006). Los hidrogeles diseñados en el 
presente  trabajo  podrían  suponer  una  importante  aportación  al  arsenal  del  que  se 
dispone  para  el  tratamiento  de  estas  lesiones.  La  ausencia  de  componentes  que 
requieran  una  consideración  especial  para  su  uso,  como  células  o  factores  de 
crecimiento, su fácil aplicación y adaptabilidad a las distintas heridas, así como su coste 
reducido  hacen  que  estos  dispositivos  presenten  serie  de  ventajas  frente  a  otras 
terapias  avanzadas.  Debido  a  ello,  se  presentan  como  grandes  candidatos  para  su 
aplicación en el tratamiento general de las úlceras asociadas a diabetes. No obstante, 
es  necesario  el  desarrollo  de  estudios  clínicos  para  corroborar  su  efectividad  y 
seguridad en su uso sobre humanos. 
Resulta interesante el hecho de que los procesos cicatrizales en los grupos de estudio, 
que  tras  su  análisis  microscópico  demostraron  importantes  diferencias  en  su 
progresión y calidad, mostraran valores similares en  la morfometría macroscópica. En 
un reciente estudio de Park y cols.  (2014) se observó un efecto similar, en el que  las 
heridas  de  ratones  sanos  y  db/db  inmovilizadas  mediante  marcos  de  silicona  no 
mostraron  diferencias  en  el  cierre,  pero  sí  en  la  evaluación  histológica. De manera 
similar, otros  trabajos sobre cicatrización han encontrado  importantes diferencias en 




modelos murinos,  cuyas  diferencias  fisiológicas  con  el  humano  pueden  conducir  a 
conclusiones  erróneas  si  solamente  se  evalúan  ciertos  aspectos  del  proceso  de 
reparación. Puesto que  la  finalidad última de este  tipo de estudios es conseguir una 
aplicación  traslacional al ámbito clínico,  las diferencias y  limitaciones de  los distintos 




como  proliferación  celular  o  angiogénesis,  y/o  de  tiempos  de  estudio  puntuales.  La 




de  inducción y  remisión  (Greengalgh, 1998; Singer y Clark, 1999; Falanga, 2005;  Li y 
cols., 2007; Gurtner y cols., 2008; Menke y cols., 2008). Debido a ello, una evaluación 
puntual  puede  no  reflejar  adecuadamente  la  calidad  del  proceso  reparativo,  siendo 
necesario estudiar los procesos de cicatrización de una manera global y continua tanto 
para profundizar en el conocimiento de los mismos como para evaluar estrategias para 
su  favorecimiento.  Por  ello,  nuestro  trabajo  comprende  una  serie  de  tiempos  de 
estudio  dentro  del  periodo  que  consideramos  crítico  en  el  desarrollo  del  proceso 
cicatrizal.  Del  mismo  modo,  ha  de  tenerse  en  cuenta  la  gran  importancia  de  un 
adecuado  conocimiento  del  modelo  empleado  y  de  una  correcta  recogida  y 
procesamiento de  las muestras para  lograr alcanzar conclusiones fiables, evitando en 
la medida  de  lo  posible  sobreestimaciones  y/o  infravaloraciones  de  los  parámetros 
estudiados. 
Es importante tener en cuenta que, aunque los hidrogeles HEP y BEM fueron capaces 





y  cols.,  2009;  Berlanga‐Acosta  y  cols.,  2010; Wicks  y  cols.,  2014).  Debido  a  ello,  el 
empleo  de  diferentes  terapias  y  estrategias  puede  ser  capaz  de mejorar  el  proceso 
reparativo y conseguir un cierre de la herida, pero nunca será capaz de revertir todos 
los impedimentos y efectos negativos que una alteración metabólica sistémica como la 
diabetes  mellitus  produce  sobre  la  cicatrización  cutánea.  Puesto  que  las 
complicaciones  asociadas  a  la  diabetes,  incluyendo  la  formación  de  úlceras,  tienen 
como  principal  causa  el metabolismo  glucídico  alterado  y  la  consecuente  glucemia 
elevada  (Brownlee,  2005;  Berlanga‐Acosta  y  cols.,  2010),  el  control  sistemático  por 
parte del paciente de  los niveles sanguíneos de glucosa resulta crucial para  limitar  la 
formación  de  AGEs  y  reducir  la  aparición  de  complicaciones  asociadas  a  ellos 
(Greenhalgh, 2003; Jeffcoate y cols., 2004; Chen y cols., 2009b; Peppa y cols., 2009). 
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En  este  estudio,  los  hidrogeles  funcionalizados  con  heparina  sin  fraccionar  y  con 
bemiparina  no  mostraron  diferencias  significativas  entre  ellos  en  su  acción 
favorecedora de la cicatrización en el modelo de diabetes experimental. Debido a ello, 
ambas  formulaciones  podrían  ser  empleadas  para  el  tratamiento  de  úlceras  de 
pacientes  diabéticos,  ya  que  los  dos  tipos  de  hidrogel  han  mostrado  efectos 
beneficiosos sobre el proceso reparativo. Por ello, ante esta ausencia de diferencias, la 
elección de uno de los tipos de heparina debería hacerse atendiendo a las propiedades 
de  las mismas. Como  ya  se  ha  expuesto  anteriormente,  las  heparinas  de  bajo  peso 
molecular,  y  especialmente  la  bemiparina,  poseen  ciertas  características  ventajosas 
frente  a  las  heparinas  no  fraccionadas.  Son  preparaciones  con  distribuciones  de 
tamaños moleculares mucho más definidas, con una menor longitud media de cadena, 
lo  que  provoca  una  actividad  más  estable  y  predecible  y  un  menor  riesgo  de 
complicaciones como la hemorragia o la trombocitopenia inducida por heparina (Hirsh 
y Raschke, 2004; Merli y Groce, 2010; Mousa, 2010). Esto es especialmente cierto en el 
caso  de  la  bemiparina,  cuya  composición  química  y  menor  tamaño  le  confieren 
propiedades  farmacológicas  superiores  a  otras  LMWH  (Chapman  y  Goa,  2003; 




























• Los  hidrogeles  de  quitosano  cargados  con  heparina  no  fraccionada  o  con 
bemiparina  provocan  una  mejora  de  los  procesos  de  cicatrización 
comprometida  asociada  a  diabetes  en  el  modelo  experimental  utilizado: 
favorecen  la  remisión  de  la  inflamación,  promueven  el  avance  del  proceso 
reparativo e inducen la formación de un tejido cicatrizal de mayor calidad. 
 
• El  efecto  beneficioso  observado  sobre  la  cicatrización  tras  la  aplicación  de 



































cause  an  improvement  in  the  diabetes‐associated  impaired  wound  healing 
processes,  in  the  experimental  model  used:  favoring  the  remission  of 
inflammation,  promoting  the  progression  of  the  reparative  process  and 
inducing the formation of a higher quality cicatricial tissue. 
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